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A asma é uma doença alérgica caracterizada por inflamação pulmonar induzida 
pela exposição a aero-alérgeno(s), o que leva à obstrução da vias aéreas. Essa doença 
pode incapacitar o indivíduo às tarefas que exijam esforço físico e até mesmo causar a 
morte. A incidência da asma tem aumentado significativamente nas últimas décadas e, 
entre outros fatores, a maior ingestão de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) vem 
sendo correlacionada com este fato. Dentre os lipídios, os AGPIs são mais suscetíveis 
à oxidação. Como a asma gera estresse oxidativo, e como os AGPIs oxidados podem 
gerar mediadores da inflamação, este trabalho investigou se a suplementação da dieta 
com lecitina de soja (fonte de fosfatidilcolinas ricas em AGPIs) em ratos Wistar 
asmáticos promove, através da peroxidação lipídica, aumento da geração de lipídios 
PAF-like, que são mediadores da inflamação derivados de fosfatidilcolina. Foram 
analisados a peroxidação lipídica pulmonar, a geração pulmonar de PAF-like, a 
concentração de nitritos no lavado broncoalveolar (LBA), a permeabilidade da 
barreira alvéolo-capilar, a atividade pulmonar de catalase, a capacidade de adesão e de 
produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos alveolares, a citologia do 
LBA e a histologia pulmonar. Para tanto, ratos Wistar machos adultos foram 
separados em cinco grupos: controle (C), suplementado com lecitina de soja 2g/kg 
(S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja 2g/kg (AS) e asmático 
suplementado com lecitina de soja 2g/kg mais α-tocoferol 100mg/kg (ASE). A asma 
foi induzida nos grupos A, AS e ASE através de um protocolo descrito na literatura. 
De fato, a suplementação da dieta com lecitina de soja promoveu o aumento da 
peroxidação lipídica e da atividade de PAF no tecido pulmonar de ratos asmáticos. 
Estas ações foram acompanhadas pelo aumento da permeabilidade da barreira 
alvéolo-capilar e pela redução da produção de H2O2 por macrófagos alveolares. Além 
disso, o tratamento concomitante com α-tocoferol (reforço do sistema antioxidante) 
foi capaz de reverter a peroxidação lipídica e, consequentemente, o aumento da 
atividade de PAF, ação que foi acompanhada pelo abrandamento do quadro 
inflamatório pulmonar (redução da eosinofilia, do número total de células, do 
infiltrado leucocitário peribronquiolar e do acúmulo de muco no lúmen bronquiolar) e 
por ativação de macrófagos alveolares. Portanto, a suplementação da dieta com 
lecitina de soja aumenta a intensidade da peroxidação lipídica pulmonar, acarretando 
em maior geração de lipídios PAF-like. Essa ação pode afetar a inflamação asmática. 
 
Palavras-chave: fosfatidilcolina, ácidos graxos poliinsaturados, lecitina de soja, α-












Asthma is an allergic disease characterized by aeroallergen-induced lung 
inflammation, which causes airway obstruction. This disease may incapacitate the 
individual to tasks that require physical efforts, or even cause the death. The incidence 
of asthma has significantly risen over the last few decades and, among others factors, 
it has been correlated with the greater consumption of polyunsaturated fatty acids 
(PUFAs) over the same period. Indeed, PUFAs are more susceptible to oxidation 
under oxidative stress generated in asthma and, in this condition, specific 
inflammatory mediators are produced. This work aimed to investigate the effects of 
dietary supplementation with soybean lecithin, an important source of 
phosphatidylcholine, in asthmatic Wistar rats. Lipid peroxidation, generation of PAF-
like lipids, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) nitrite, permeability of the alveolar-
capillary barrier, adhesion capacity of and production of reactive oxygen species by 
alveolar macrophages, lung catalase activity, BALF cytology and lung histology were 
analyzed. Male adult Wistar rats were separated into groups: control (C), 
supplemented with soybean lecithin (dose of 2g/kg) (S), asthmatic (A), asthmatic 
supplemented with soybean lecithin (dose of 2g/kg) (AS), asthmatic supplemented 
with soybean lecithin (dose of 2g/kg) and α-tocopherol (dose of 100mg/kg) (ASE). 
Asthma was induced in rats based on a protocol previously described. Dietary 
supplementation with soybean lecithin promoted, in lung tissue of asthmatic rats, an 
increase in lipid peroxidation and an increased PAF activity. These actions were 
accompanied by an increased permeability of the alveolar-capillary barrier and by a 
reduced production of H2O2 by alveolar macrophages. Moreover, the treatment of 
asthmatic rats with α-tocopherol, which reinforced the antioxidant system, was 
capable of inhibiting lipid peroxidation and therefore, decreasing the PAF activity. 
These actions were paralleled to an anti-inflammatory effect, as observed in 
reductions on eosinophily, total cell counts, intensity of peribronchiolar leukocyte 
infiltration and mucous plug accumulation in the bronchial lumen, and by the 
activation of alveolar macrophages. Therefore, dietary supplementation with soybean 
lecithin, in asthmatic rats, increases lung tissue lipid peroxidation, which leads to a 
higher PAF-like lipids generation. These actions may affect the asthmatic 
inflammation. 
 
Keywords: phosphatidylcholine, polyunsaturated fatty acids, soybean lecithin, α-








1. REVISÃO DA LITERATURA 
 
1.1. A DIFUSÃO DO ESTILO DE VIDA OCIDENTAL E O AUMENTO DA 
PREVALÊNCIA DA ASMA 
 
A asma afeta, atualmente, cerca de 300 milhões de pessoas no mundo inteiro e a 
previsão é que em 2025 este número chegue aos 400 milhões (Peters et al, 2006). 
Além disso, esta patologia causa anualmente cerca de 239.000 mortes e resulta, 
também, em alta taxa de incapacitação física entre os afetados (Peters et al, 2006). 
Além do alto número de pessoas afetadas por esta patologia, chama a atenção o grande 
aumento na incidência desta doença em diversas regiões do mundo nas últimas 
décadas (Busse, 2000). Como este aumento concentrou-se em países industrializados 
(Grundy et al, 2002; Ramsey e Celedon, 2005; Devereux e Seaton, 2005), é bastante 
provável que o estilo de vida ocidentalizado, que se difundiu amplamente nestes países 
no mesmo período, esteja correlacionado com o aumento da prevalência da asma 
(Busse, 2000). 
Algumas teorias foram elaboradas, com o intuito de explicar este fato, 
relacionando as mudanças ambientais e comportamentais com o funcionamento do 
sistema imunitário. A “hipótese da higiene” é a teoria mais discutida, e propõe que a 
exposição reduzida a infecções no início da infância, devida a uma combinação da 
diminuição do tamanho das famílias, melhoria no padrão de vida e maior higiene 
pessoal, características de países desenvolvidos, poderia resultar em aumento do risco 
de desenvolvimento de doenças alérgicas (Strachan, 1989). Porém, é bastante 
provável que esta não seja a única explicação (Ramsey e Celedon, 2005), pois já foi 
demonstrada a profunda influência que outros aspectos do estilo de vida ocidental 
exercem sobre o sistema imunitário. 
Adiante serão abordados, neste contexto, alguns tópicos relacionados à dieta. 
Porém, primeiramente é preciso compreender alguns aspectos da patogenia da asma 
para racionalizar a influência da dieta sobre esta patologia. 
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1.2. A PATOGENIA DA ASMA 
 
A asma é causada por fatores ambientais (tais como a exposição ao alérgeno e a 
ocorrência de infecções) agindo sobre indivíduos geneticamente predispostos ao 
desenvolvimento desta patologia (Umetsu et al, 2002; Wahl et al, 2004).  
O reconhecimento da asma como uma doença inflamatória crônica, na década 
de 1980, levou a novos paradigmas para a patogênese e para o tratamento desta 
patologia (Seroogy e Gern, 2005). Sabe-se atualmente que respostas mediadas por 
determinados subtipos de células T, de forma não controlada, podem causar doenças 
imunológicas tais como alergias, hipersensibilidade e inflamação (Neurath et al, 2002). 
Nos pulmões, a resposta inapropriada de células TH2 contra alérgenos provoca 
inflamação local, eosinofilia nas vias aéreas, hipersecreção de muco, e hiperreatividade 
brônquica a uma variedade de estímulos específicos e não-específicos, resultando nos 
sintomas típicos da asma (Umetsu et al, 2002; Wahl et al, 2004). Na histopatologia 
pulmonar são vistos infiltrado leucocitário peribronquiolar, deposição de muco e 
descamação epitelial no lúmen bronquiolar (Bochner et al, 1994). Várias células 
participam da inflamação asmática, dentre as quais estão células dendríticas, 
mastócitos, macrófagos, neutrófilos, linfócitos T e B, eosinófilos, células musculares 
lisas das vias aéreas, células epiteliais, células caliciformes, entre outras (Renauld, 
2001).  
A liberação de diversos mediadores da inflamação – peptídicos, lipídicos e 
outros – que se segue à exposição ao alérgeno causa a ativação de células que passam a 
influenciar o ambiente inflamatório pulmonar. Uma das conseqüências desta ativação é 
o estresse oxidativo, condição em que há uma produção de agentes oxidantes (espécies 
reativas de oxigênio - ERO, espécies reativas de nitrogênio - ERN, entre outros) que 
sobrepuja as defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas celulares (Caramori 
e Papi, 2004; Valko et al., 2007).  
A inflamação asmática induz a geração do estresse oxidativo (Caramori e Papi, 
2004; Talati et al, 2006; Valko et al., 2007), que é devido tanto à deficiência no 
sistema antioxidante (De Raeve et al, 1997), quanto à maior produção de ERO e ERN 
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pelas células do sistema imunitário (Calhoun et al, 1992; Hamid et al, 1993) 
observadas em pacientes com doenças alérgicas. 
Na ausência de proteção antioxidante, os radicais gerados danificam 
diretamente as moléculas de DNA e os lipídios de membrana, seus alvos primários, 
gerando novos radicais e criando outras espécies quimicamente bastante reativas (por 
exemplo, aldeídos, peróxidos, etc.), de maneira descontrolada (Zimmerman et al, 
1995). Essa oxidação de biomoléculas é um dos fatores determinantes das 
conseqüências do estresse oxidativo. Dentre as espécies reativas capazes de promover 
este tipo de reação, o radical hidroxil (OH.) está entre as que possuem maior 
capacidade oxidante (Halliwell e Gutteridge, 1992). Este radical é capaz de abstrair 
praticamente qualquer hidrogênio ligado a carbono (Spitteler, 2001), sendo assim 
capaz de reagir com várias moléculas biológicas. 
Dentre os lipídios, os ácidos graxos poliinsaturados (AGPIs) – presentes por 
exemplo nos fosfolipídios de membrana – são os alvos preferenciais das espécies 
reativas, por motivos que serão discutidos adiante. As conseqüências da oxidação 
destes lipídios vão além da simples modificação estrutural celular, já que a atividade 
de várias células inflamatórias também é afetada por este processo. 
Alguns aspectos relacionados aos mecanismos desta reação são conhecidos e 
podem ajudar a explicar a influência de determinados nutrientes – principalmente 
lipídios e nutrientes antioxidantes – sobre a patogenia da asma. 
 
1.3. A INFLUÊNCIA DA DIETA SOBRE O QUADRO ASMÁTICO 
 
A mudança na dieta é um dos principais fatores que vêm sendo envolvidos no 
aumento da prevalência de doenças alérgicas (McKeever e Britton, 2004). Essa 
correlação surgiu de estudos epidemiológicos que confrontam dados referentes à 
prevalência de doenças alérgicas e ao perfil dietético da população analisada. 
Alguns estudos acerca da influência da dieta sobre a asma deram ênfase aos 
nutrientes antioxidantes, já que no quadro asmático há deficiência de vitamina C, 
vitamina E (Kalayci et al, 2000; Shanmugasundaram et al, 2001), β-caroteno, α-
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caroteno, licopeno, luteína e β-criptoxantina (Wood et al, 2005). Associada à baixa 
capacidade antioxidante e à maior geração de espécies reativas no quadro asmático, a 
redução do consumo destes nutrientes levaria ao agravamento do estresse oxidativo 
nos pacientes asmáticos. 
Alguns autores sugerem que a menor ingestão dos nutrientes antioxidantes, 
devida ao decréscimo no consumo de vegetais frescos (principais fontes destes 
nutrientes) nas últimas décadas (Figura 1), aumentaria a suscetibilidade celular aos 
danos causados por espécies reativas, e levaria ao desenvolvimento ou ao 
agravamento da asma (Baker e Ayres, 2000; Devereux e Seaton, 2005). A maioria dos 
estudos nessa área focou as vitaminas A, C e E, além do micronutriente selênio (Baker 












Figura 1. Consumo individual médio de vegetais totais, verduras frescas e batatas, desde 1942 no 
Reino Unido. (Devereux e Seaton, 2005). 
 
A vitamina E (tocoferóis e tocotrienóis) é particularmente interessante, já que é 
um componente lipossolúvel do sistema antioxidante não-enzimático, compondo 
assim a principal defesa contra a injúria oxidativa às membranas celulares (Devereux 
e Seaton, 2005). Já foi demonstrado que a suplementação da dieta com vitamina E 
atenua a peroxidação lipídica em quadros de estresse oxidativo (Roberts et al, 2007), 






IgE e a sensibilização ao alérgeno (Fogarty et al, 2000). Além disso, a relação α-
tocoferol oxidado/reduzido no sangue está relacionada, de maneira diretamente 
proporcional, com a gravidade do quadro asmático (Wood et al, 2008). 
Uma segunda linha de pesquisa aborda outra das principais mudanças da dieta, 
que foi a diminuição do consumo de ácidos graxos saturados e o aumento do consumo 
de AGPIs (principalmente de ácido linoléico) (Black e Sharpe, 1997). Ou seja, houve 
um aumento da relação entre ácidos graxos poliinsaturados e saturados (relação P:S). 
Em 1997, através da análise de dados referentes à dieta da população e à 
epidemiologia de doenças alérgicas relativos às últimas décadas em países 
desenvolvidos, Black e Sharpe demonstraram que esta mudança no perfil lipídico da 
dieta (Figura 2) precedeu e então acompanhou o aumento na incidência de doenças 















Figura 2. Consumo individual médio de ácidos graxos saturados, de ácidos graxos poliinsaturados e 
de óleos vegetais, desde 1966 no Reino Unido (Devereux e Seaton, 2005). A principal característica 
desta mudança é o aumento na proporção entre AGPIs e ácidos graxos saturados (relação P:S) na 
dieta 
Ác. Graxos Saturados 





Existem vários estudos com humanos que reportam uma relação inversamente 
proporcional entre a ingestão de ácidos graxos saturados e o risco de desenvolvimento 
de asma em crianças (Woods et al, 2003). Em um estudo realizado por Bolte et al 
(2001) foi demonstrado que a sensibilização alérgica estava significativamente 
associada com o consumo de margarina (fonte de AGPIs) em todas as crianças 
analisadas, comparativamente ao grupo referência, composto por crianças que 
ingeriam manteiga (fonte de ácidos graxos saturados). Outro trabalho, publicado em 
2003 por Wijga et al, também relaciona a freqüência do consumo de alimentos ricos 
em ácidos graxos saturados (leite e manteiga) por 2978 crianças de 2 anos com uma 
menor incidência de sintomas de asma, quando estas crianças atingiram a idade de 3 
anos. Neste estudo foi observado que a prevalência de asma na idade de 3 anos foi 
menor nas crianças que consumiam leite integral diariamente (3,4%) do que naquelas 
que não consumiam este alimento (5,6%), e naquelas que consumiam manteiga 
diariamente (1,5%) do que naquelas que não consumiam este alimento (5,1%) (Wijga 
et al, 2003). Em outro estudo, envolvendo crianças com idade entre 3 e 5 anos, Haby 
et al concluíram que a alta ingestão de AGPIs representa um fator de risco 
significativo ao desenvolvimento de asma (Haby et al, 2001). Esses autores chegam a 
sugerir que cerca de 17% dos casos de asma seriam devidos apenas à alta ingestão de 
AGPIs. 
Uma linha mais específica de trabalhos envolvendo lipídios aborda a relação de 
AGPIs ômega-6/ômega-3 na dieta como um dos possíveis fatores de influência na 
prevalência de doenças alérgicas, e não apenas o aumento da relação P:S (Black e 
Sharpe, 1997; Devereux e Seaton, 2005). Os estudos nesta área baseiam-se 
principalmente no fato de que a redução da relação ômega-6/ômega-3 na dieta e/ou a 
ingestão de EPA (ácido eicosapentaenóico) e DHA (ácido docosaexaenóico) reduzem 
a produção de eicosanóides pró-inflamatórios, como a PGE2, que desempenham 
importantes funções na patogenia de doenças alérgicas (Phipps et al, 1991; Obata et 
al, 1999).  
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Apesar de haver estudos indicando que o consumo de peixes ricos em EPA e 
DHA – AGPIs ômega-3 –, é associado com a redução do risco de desenvolvimento de 
asma (Hodge et al, 1996), uma revisão sistemática dos efeitos da suplementação da 
dieta de pacientes asmáticos com óleo de peixe não é consistentemente associada com 
efeitos benéficos e existem poucas evidências que apóiam a recomendação de tal 
suplementação para auxiliar o controle da asma (Thien et al, 2004). Portanto, a 
afirmação de que a relação ômega-6/ômega-3 é o único fator responsável pelos efeitos 
dos AGPIs nas doenças alérgicas é uma simplificação excessiva (Devereux e Seaton, 
2005). Levando-se em conta a complexidade do metabolismo lipídico em quadros 
patológicos, é provável que existam mecanismos adicionais pelos quais seja possível 
explicar como a relação P:S na dieta afeta o desenvolvimento de doenças alérgicas. 
Um evento associado às doenças alérgicas, que possivelmente está na interface 
entre o perfil lipídico da dieta e a prevalência deste tipo de patologia, é o estresse 
oxidativo. Determinadas reações químicas que acontecem durante o estresse 
oxidativo, das quais os AGPIs (tanto os ômega-6 quanto os ômega-3) são substratos 
preferenciais, produzem mediadores da inflamação na ausência de mecanismos 
fisiológicos de regulação (Marathe et al, 2000). A geração destes mediadores pode 
desempenhar um importante papel na patogenia da asma. 
 
1.3.1. Influência do perfil lipídico da dieta e do α-tocoferol sobre a peroxidação 
lipídica 
 
O perfil lipídico das estruturas biológicas, afetado principalmente pela dieta, é 
um dos fatores determinantes da suscetibilidade à oxidação mediada por espécies 
reativas (Berry et al, 1991; Kratz et al, 2002). 
Existem trabalhos in vivo que evidenciam este fato. Em um estudo realizado 
em humanos por Kratz et al (2002), foi demonstrado que quanto maior a proporção de 
AGPIs na dieta (quanto mais alta a relação P:S), mais facilmente ocorre a oxidação 
das lipoproteínas de baixa densidade (LDL). Porém, quando se aumenta a proporção 
de ácidos graxos monoinsaturados ou saturados, reduz-se a suscetibilidade da LDL à 
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oxidação (Kratz et al, 2002). Além disso, Berry et al (1991) demonstraram que há 
menor peroxidação de lipídios plasmáticos em indivíduos submetidos a uma dieta 
suplementada com ácidos graxos monoinsaturados.  
Portanto, os AGPIs são mais suscetíveis ao ataque oxidativo mediado por 
radicais livres (Marathe et al, 2000), comparativamente aos ácidos graxos 
monoinsaturados e aos saturados. O fator determinante desta suscetibilidade é a 
presença do sistema bisalílico (-CH=CH-CH2-CH=CH-), a principal característica 
distintiva dos AGPIs (Halliwell e Gutteridge, 1992). 
A maior reatividade do sistema bisalílico é devida à possibilidade de 
estabilização do radical lipídico por ressonância após a remoção de hidrogênio do 
grupo CH2 central (Figura 3), o que faz dos AGPIs melhores substratos para a produção 





Figura 3. Formação de um radical lipídico após a remoção de um átomo de hidrogênio do carbono 
central do sistema bisalílico de um AGPI, mediada por um radical hidroxil (OH.). R1 = cadeia 
hidrocarbônica linear; R2 = cadeia hidrocarbônica linear com grupamento carboxila terminal. 
 
A formação de um radical lipídico é o fator chave para o início da peroxidação 
lipídica (Frankel, 1984) e o radical hidroxil é um de seus principais promotores 
(Spitteler, 2001). O radical lipídico pode ser formado a partir do peróxido de 
hidrogênio, do ânion superóxido e do peroxinitrito (Figura 4) (Halliwell, 1991). 
Geralmente, a formação do radical lipídico ocorre no ácido graxo ainda 
esterificado no fosfolipídio (Cracowski et al, 2002). O radical formado pode então 
reagir com uma molécula de oxigênio (Figura 5), formando um radical peroxil lipídico, 
que é capaz de abstrair hidrogênio de outro AGPI (Frankel, 1984). Portanto, a 
formação do radical peroxil lipídico inicia o que pode ser chamado de 






sistema bisalílico de um AGPI radical lipídico 
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ataque oxidativo de espécies reativas, e que tem como produto principal os 









Figura 4. As principais espécies reativas, suas interações e alguns componentes do sistema 
antioxidante. Peróxido de hidrogênio – H2O2; Ânion superóxido – O2
.- ; Óxido nítrico – .NO ; 
Peroxinitrito – ONOO- ; Radical hidroxil – OH. ; Glutationa peroxidase - GPx; Dióxido de nitrogênio 













Figura 5. Formação de hidroperóxidos lipídicos (4 e 5) a partir de um radical lipídico (1). Reparar que 
os radicais peroxil lipídicos (2 e 3) são capazes de formar mais radicais lipídicos (L.), o que leva a 








Em tecidos sadios, o sistema antioxidante é capaz de neutralizar as espécies 
reativas antes de estas reagirem com biomoléculas importantes. Por exemplo, a 
catalase é um componente muito importante do sistema antioxidante, pois degrada o 
H2O2 (Rahman et al, 2006), a principal fonte de radicais hidroxil (OH.). Além disso, o 
sistema antioxidante é capaz de neutralizar os radicais lipídicos formados e de reduzir 
os LOOH para os seus hidroxiácidos (LOH) correspondentes (Wang & Powell, 1991; 
Lehmann et al., 1992), o que evita a continuação da lipoperoxidação em cadeia.  
O α-tocoferol (Figura 6) é um nutriente fundamental à integridade do sistema 
antioxidante. Geralmente é concentrado em membranas lipídicas e é capaz de 
neutralizar espécies reativas como o radical hidroxil, evitando a geração de radicais 
lipídicos (Matés et al¸ 2000). Porém, a sua principal ação antioxidante nas membranas 
biológicas é a quebra da lipoperoxidação em cadeia, que é realizada através da doação 












Figura 6. Estruturas dos diferentes tocoferóis. A presença da hidroxila no anel benzênico faz destas 
substâncias eficientes doadores de hidrogênio, já que o radical formado pode ser estabilizado pela 
ressonância no anel. A longa cadeia hidrocarbônica dos tocoferóis lhes confere lipofilia, o que faz 
com que sejam incorporados em membranas lipídicas. 
 
Devido à presença de um grupamento hidroxila na estrutura de anel dos 
tocoferóis, estas moléculas são eficientes doadores de hidrogênio, o que previne a 






transferência de hidrogênio ao radical lipídico, o próprio tocoferol transforma-se em 
um radical (muito mais estável que os radicais lipídicos), sendo então reduzido 
novamente a tocoferol pelo sistema antioxidante (ácido ascórbico e glutationa 
reduzida) (Valko et al, 2007). 
Porém, em tecidos submetidos ao estresse oxidativo, devido à deficiência 
relativa do sistema antioxidante, uma grande quantidade de radicais e hidroperóxidos 
lipídicos é formada e então degradada através de reações não-enzimáticas (Wood et 
al, 2003), podendo gerar espécies químicas com atividade pró-inflamatória (Marathe 





















Figura 7. Esquema representando a influência de lipídios e nutrientes antioxidantes sobre a  

















α-tocoferol (vitamina E) 




influência (como a da relação ω-6/ω-3 sobre a geração de eicosanóides) foram omitidas com o intuito 
de simplificar a hipótese. 
 
Portanto, além de alterações nas propriedades biofísicas da membrana 
(Montuschi et al, 2004), a lipoperoxidação pode intensificar um quadro inflamatório 
local através da produção de mediadores lipídicos com atividade biológica, gerados 
por vias não-enzimáticas na ausência de quaisquer controles fisiológicos (Marathe et 
al, 2000). A intensidade dessa lipoperoxidação depende tanto da composição lipídica 
da membrana quanto da presença de radicais livres (Spitteler  et al, 2001). 
 
1.4. MEDIADORES DA INFLAMAÇÃO GERADOS PELA MODIFICAÇÃO 
QUÍMICA DE PERÓXIDOS LIPÍDICOS E SEU PAPEL NO QUADRO 
ASMÁTICO 
 
São conhecidas diferentes classes de mediadores da inflamação gerados pela 
oxidação de AGPIs durante o estresse oxidativo. As duas mais estudadas são a dos 
lipídios com atividade de eicosanóides e a dos lipídios com atividade de fator de 
ativação plaquetária (PAF). As substâncias destas duas classes são geradas por 
modificações intramoleculares que ocorrem nos AGPIs peroxidados, ainda 
esterificados no resíduo de glicerol dos fosfolipídios. 
 
1.4.1. Isoprostanos, isoleucotrieno B4 e isotromboxanos 
 
Os radicais peroxil lipídicos podem sofrer rearranjos internos e adição de 
moléculas adicionais de oxigênio. Alguns destes ácidos graxos modificados e com 
estrutura mais complexa podem ser semelhantes às prostaglandinas, sendo então 
denominados isoprostanos (Figura 8) (Kayganich-Harrison et al, 1993; Morrow e 
Roberts, 1996; Wood et al, 2003), ao leucotrieno B4, sendo então denominados 
isoleucotrienos B4 (Harrison e Murphy, 1995), ou semelhantes aos tromboxanos, 
sendo denominados isotromboxanos (Morrow et al, 1996). 
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Os isoprostanos vêm sendo bastante estudados. São formados pela peroxidação 
do ácido araquidônico (Morrow et al, 1990). Essa reação ocorre nos fosfolipídios in 
situ, no local da geração de radicais livres, e os isoprostanos formados são então 
liberados do fosfolipídio pela ação de fosfolipases (Cracowski et al, 2002). A 
produção destes compostos é aumentada significativamente em situações de estresse 
oxidativo (Morrow et al, 1990). Na inflamação asmática essas substâncias podem 
desempenhar papéis importantes. O 8-isoPGF2α (Figura 9), por exemplo, possui 
atividades vasoconstritora (Morrow et al, 1990) e broncoconstritora potentes 
(Cracowski et al, 2002), além de provocar exsudação de plasma nos pulmões 
(Okazawa et al, 1997). Além disso, os isoprostanos promovem hiperresponsividade 
brônquica, pois já foi demonstrado que 8-isoPGF2α e 8-isoPGF2 são capazes de 
amplificar a resposta de células musculares lisas vasculares à norepinefrina e à 


















Figura 8. Formação de isoprostanos pela peroxidação lipídica. Quatro possíveis isômeros do tipo 








Figura 9. Estruturas da prostaglandina F2α (a) e de seu análogo gerado por peroxidação lipídica, 8-
isoprostaglandina F2α (8-isoPGF2α) (b). 
 
1.4.2. Lipídios com atividade de PAF: lipídios PAF-like  
 
Outra reação que os LOOH podem sofrer é a clivagem da ligação peróxido, 
produzindo radicais alcoxi (LO.), uma reação que ocorre facilmente na presença de 





Figura 10. Formação de um radical alcoxi lipídico pela cisão da ligação peróxido na presença de Fe++. 
 
Tanto os radicais peroxil (LOO.) quanto os radicais alcoxi (LO.) lipídicos 
podem sofrer clivagem de ligações carbono-carbono (Figura 11.a), produzindo cadeias 
de carbono encurtadas e aldeídos (Marathe et al, 2000). Neste tipo de reação, a 
oxidação de fosfolipídios é de especial importância, já que é capaz de gerar lipídios 
com uma cadeia hidrocarbônica (resíduo de AGPI) mais curta na posição sn-2 
(Marathe et al, 2000). É desta maneira que a clivagem da cadeia de AGPI de 
fosfatidilcolinas (Figura 11.b) pode produzir lipídios com uma estrutura muito similar à 
do PAF nas membranas celulares (Patel et al, 1992), em partículas lipoprotéicas como 
























Figura 11. Clivagem de ligação carbono-carbono em uma cadeia de ácido graxo, a partir de um 
hidroperóxido lipídico (a), segundo Spitteler (2001). O encurtamento da cadeia de ácido graxo sn-2 de 
uma fosfatidilcolina (b-1) produz um lipídio PAF-like (b-2), segundo Zimmerman et al, 1995. A 
estrutura de um lipídio PAF-like lembra a do PAF autêntico (b-3). A fosfatidilcolina pode possuir 
uma ligação éster ou éter em sn-1, dependendo da sua origem. 
 
Determinados comprimentos de cadeia hidrocarbônica na posição sn-2 (Figura 
12) conferem a essas fosfatidilcolinas modificadas uma atividade semelhante à do 
PAF (fator de ativação plaquetária), sendo então denominadas lipídios PAF-like 


























Figura 12. PAF e seus análogos estruturais. Grupamentos com 4 carbonos em sn-2 conferem atividade 
de PAF às fosfatidilcolinas modificadas oxidativamente. Adaptado de Marathe et al (2001). 
 
O PAF é um fosfolipídio biologicamente ativo, estruturalmente identificado 
como 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina (Marathe et al, 2001), sendo um 
dos mediadores pró-inflamatórios mais potentes e versáteis já identificados (Uhlig et 
al, 2005). É biossintetizado a partir de uma subclasse específica de fosfatidilcolinas, 
que contêm um grupamento éter em sn-1 no esqueleto de glicerol (Marathe et al, 
2001). Fisiologicamente, a produção deste mediador ocorre pela esterificação da 
posição sn-2 do esqueleto de glicerol de uma lisofosfatidilcolina com um grupo acetil, 
numa via enzimática finamente regulada (Marathe et al, 2001). Vários estudos 
implicaram o PAF na inflamação pulmonar asmática (Uhlig et al, 2005), sendo que a 
concentração desta substância é alta em pacientes com asma (Hsieh e Ng, 1993). 
Os lipídios PAF-like agem através do mesmo receptor ao qual o PAF se liga 
(receptor acoplado à proteína G, denominado PTAFR), e exercem as mesmas 
atividades biológicas do PAF (Figura 13) (Zimmerman et al, 1995). Apesar de serem 
menos potentes que o PAF (Figura 12), os lipídios PAF-like são gerados em grande 
quantidade e de maneira descontrolada, fazendo com que a sua ação seja importante 

































O PAF exerce suas ações pró-inflamatórias mesmo em concentrações na ordem 
de picomoles (Marathe et al, 2001; Uhlig et al, 2005). No quadro asmático, as ações 
imediatas mais importantes do PAF incluem a quimiotaxia e ativação de leucócitos, o 
aumento da permeabilidade vascular, a vasoconstrição, a broncoconstrição e a 
hiperresponsividade brônquica (Chung, 1992; Prescott et al, 2000; Zimmerman et al, 















Figura 13. Processos enzimático e não-enzimático de formação de compostos com atividade de PAF. 
Os lipídios PAF-like C4 possuem atividade menor que a do PAF, mas são formados em abundância 
por um processo oxidativo não controlado. PAF-AH = PAF acetil-hidrolase; PAF-AT = PAF 
acetiltransferase. Adaptado de Marathe et al (2001). 
 
Embora muitas de suas ações ocorram dentro de minutos, o PAF também possui 
efeitos de longo prazo (Uhlig et al, 2005), que são importantes determinantes da 
gravidade do quadro asmático crônico. Cronicamente, o PAF induz remodelamento 
vascular, diminuição na complacência vascular do pulmão (Ohar et al, 1994), 
hiperplasia de células caliciformes e expressão do gene da mucina nas vias aéreas (Lou 
et al, 1998). 
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Além dos lipídios PAF-like com grupamento alquil graxo (ligação éter) em sn-
1, característico do PAF autêntico, foi demonstrado que existem lipídios PAF-like 
com grupamento acil graxo (ligação éster) na posição sn-1 (Stremler et al, 1991). 
Porém, os lipídios PAF-like com grupamento acil graxo em sn-1 são cerca de 800 
vezes menos potentes que aqueles com grupamento alquil nesta posição (Marathe et 
al, 1999). 
 
1.5. LECITINA DE SOJA E FOSFATIDILCOLINAS 
 
A classe das fosfatidilcolinas consiste nos compostos 1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfocolina; 1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina; 1-O-alqu-1-enil-2-acil-sn-
glicero-3-fosfocolina (Figura 14) (Billah e Anthes, 1990). Na maioria dos tecidos, a 
subclasse predominante de fosfatidilcolina é 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina (Billah 
e Anthes, 1990). 
A lecitina de soja participa da dieta de grande parte da população mundial, já 
que é utilizada como emulsificante em produtos alimentícios industrializados 
(Manconi et al, 2003), sendo uma fonte importante de fosfatidilcolinas contendo 
AGPIs, principalmente o ácido linolêico (ω-6), na posição sn-2 de seu esqueleto de 
glicerol. 
Portanto, a lecitina de soja fornece substratos para a síntese de mediadores 
químicos importantes na resposta imune, como as prostaglandinas, tromboxanos e 
leucotrienos (Zhou e Nilsson, 2001). Além disto, foi demonstrada a interação entre 
macrófagos e linfócitos mediada pela fosfatidilcolina (Nishiyama-Naruke & Curi, 
2000) e, foi demonstrado que a fosfatidilcolina promove uma redução da capacidade 
proliferativa dos linfócitos, inibindo principalmente as células TH1, produtoras de IL-2 
e IFN-γ (Nishiyama et al., 2000). 
Outro importante mediador químico originado a partir da fosfatidilcolina 
incorporada nas membranas celulares é o PAF, sintetizado principalmente por 






















Figura 14. A estrutura básica das fosfatidilcolinas consiste em um grupamento fosfocolina (FC) ligado 
a um resíduo de glicerol (G). Na posição sn2 (radical R1) deste resíduo de glicerol podem ser 
encontrados os grupamentos acil ou acenil graxo. Na posição sn1 podem ser encontrados grupamentos 
acil, acenil, alquil ou alquen-1-il (plasmalogênio). As estruturas dos radicais (R1 e R2) não são 
restritas às dos representados nesta figura, já que o comprimento das cadeias hidrocarbônicas, a 
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O estresse oxidativo é uma das características do quadro asmático (Calhoun et 
al, 1992; De Raeve et al, 1997; Caramori e Papi, 2004; Talati et al, 2006; Valko et al, 
2007). Portanto, no pulmão de indivíduos asmáticos, são geradas ERN e ERO 
suficientes para sobrepujar o sistema antioxidante. 
Neste contexto, a oxidação de biomoléculas torna-se importante, tanto pelas 
alterações estruturais sofridas pelas células do pulmão quanto pela alteração da 
funcionalidade destas células mediada por substâncias bioativas geradas neste 
processo. Os AGPIs estão entre os substratos destas reações que mais foram estudados 
até o momento. Esse interesse dos pesquisadores decorre principalmente de dois fatos: 
a maior suscetibilidade dos AGPIs à oxidação em relação aos outros ácidos graxos; e 
a geração de substâncias com atividade de eicosanóides (isoeicosanóides) ou de PAF 
(lipídios PAF-like). 
Como o PAF é um mediador pró-inflamatório que desempenha, mesmo em 
concentrações sub-nanomolares, importantes papéis no quadro asmático, é pertinente 
perguntar se a suplementação da dieta com lecitina de soja (rica em AGPIs ω-6) 
alteraria o quadro inflamatório da asma, uma doença que sabidamente gera estresse 
oxidativo no pulmão, e se o reforço do sistema antioxidante com α-tocoferol 
amenizaria esses efeitos da lecitina de soja. A alteração da produção de lipídios PAF-
like e/ou PAF nos pulmões poderia afetar, através da modificação da funcionalidade 

















3.1. OBJETIVOS GERAIS 
 
Determinar a peroxidação lipídica no tecido pulmonar de ratos Wistar asmáticos 
submetidos a uma dieta suplementada com lecitina de soja (com ou sem α-tocoferol) e 
correlacionar este parâmetro com a atividade do fator de ativação plaquetária (PAF) no 
extrato lipídico do tecido pulmonar. Serão avaliados ainda, nestes animais, os efeitos 
desta dieta sobre indicadores da inflamação asmática e da funcionalidade de 
macrófagos alveolares. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Avaliar em ratos asmáticos que tiveram a dieta suplementada apenas com 
lecitina de soja (2g/kg), ou com lecitina de soja (2g/kg) mais α-tocoferol (100mg/kg), 
por 21 dias consecutivos, se há alterações nos seguintes parâmetros: 
 Concentração de proteínas totais e de nitrito no lavado broncoalveolar 
(LBA); 
 Citologia do LBA; 
 Histologia do tecido pulmonar por microscopia óptica e por microscopia 
eletrônica de transmissão; 
 Produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos alveolares, 
bem como sua capacidade de adesão em microplacas; 
 Atividade da enzima catalase, concentração de hidroperóxidos lipídicos e 





4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. ANIMAIS  
 
Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos adultos 
(220±30g) obtidos do biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Paraná (UFPR). Os animais foram separados aleatoriamente em cinco 
grupos: controle (C), suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático 
suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático suplementado com lecitina de soja 
e α-tocoferol (ASE). Estes foram mantidos em gaiolas coletivas (seis ratos cada) sob 
um ciclo claro/escuro de 12/12h, recebendo ração animal ad libitum, contendo 52% de 
carboidratos, 21% de proteínas e 4% de lipídios (NUVILAB CR1, Nuvital Nutrientes 
Ltda, Curitiba-PR), tendo livre acesso à água de torneira. 
Os procedimentos envolvendo animais foram previamente aprovados pelo 
Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da UFPR, protocolo nº. 203 
(Anexo 1), de acordo com os princípios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA) e as exigências estabelecidas em “Guide for the 
Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”. 
 
4.2. SUPLEMENTAÇÃO DA DIETA 
 
O perfil de fosfolipídios da lecitina de soja utilizada (Herbarium®, Colombo, 
Brasil) consiste de fosfatidilcolina 31,7%, fosfatidiletanolamina 20,8%, 
fosfatidilinositol 17,5%, fosfatidilserina 3,0%, ácido fosfatídico 2,0%, outros 
fosfolipídios 10,2%. O perfil de ácidos graxos desta lecitina de soja consiste de ácido 
linoléico 64,0%, ácido palmítico 14,0%, ácido oléico 10,0%, ácido linolênico 7,0% e 
ácido esteárico 4,0%. O preparado de vitamina E (Microvit E promix 50®, Adisseo 
Brasil SA) utilizado possuía α-tocoferol na concentração de 50% (m/m). 
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A suplementação da dieta foi realizada por 21 dias consecutivos. Os indivíduos 
dos grupos AS e S receberam lecitina de soja pela via oral, dose diária de 2 g/kg de 
massa corpórea. Os do grupo ASE receberam lecitina de soja (2 g/kg) e α-tocoferol 
(100 mg/kg), pela via oral. Os indivíduos dos grupos C e A receberam água de torneira 
pela via oral, dose de 2 mL/kg de massa corporal. 
 
4.3. INDUÇÃO À ASMA 
 
Os indivíduos dos grupos A, AS e ASE foram submetidos à indução de um 
quadro inflamatório pulmonar semelhante ao da asma. Os animais inicialmente sadios 
sofreram, no primeiro estágio (tópico 4.3.1.), a imunização ao alérgeno (ovalbumina). 
No segundo estágio (tópico 4.3.2.), os animais imunizados inalaram o aerossol de PBS 
contendo ovalbumina (OVA). O primeiro estágio mimetiza a sensibilização do 
indivíduo ao alérgeno, com a indução da geração de IgE específica à OVA. O segundo 
estágio mimetiza a exposição do indivíduo, já sensibilizado, ao aeroalérgeno. Este 
modelo é baseado no protocolo descrito por Schuster et al (2000). Os procedimentos 




Figura 15. Cronograma genérico dos experimentos com animais. – início da suplementação; – primeira 
imunização;       segunda imunização (reforço); – nebulização; – ortotanásia dos animais. 
 
4.3.1. Imunização à Ovalbumina (OVA) 
 
Os indivíduos dos grupos A, AS e ASE receberam duas injeções subcutâneas de 
1,0 mL de PBS (solução aquosa de NaCl 0,80%, KCl 0,02%, KH2PO4 0,012% e 
Na2HPO4.12H2O 0,23%, pH 7,4), contendo 1,0 mg de OVA (Sigma
®) adsorvida em 






suplementação, e o intervalo entre cada injeção foi de 1 semana (Figura 15). Nos ratos 
dos grupos C e S foi injetada uma suspensão de hidróxido de alumínio em PBS 
(200mg/mL) sem OVA, de maneira semelhante à realizada para os grupos A, AS e 
ASE. 
 
4.3.2. Desafio Alergênico Pulmonar com OVA 
 
Uma semana após o reforço da imunização, todos os ratos imunizados à OVA 
(A, AS e ASE) foram expostos a um aerossol de OVA 5% em PBS (20 mL de 
solução/hora) em uma câmara de 3 dm3, durante 30 minutos diários, por 3 dias 
consecutivos (Figura 15). Os ratos não-imunizados (C e S) foram expostos a um 
aerossol de PBS sem OVA, em condição semelhante à dos ratos imunizados.  
 
4.4. COLETA E PROCESSAMENTO DO LAVADO BRONCO-ALVEOLAR (LBA) 
 
Vinte e quatro horas após o desafio alergênico com OVA, os ratos foram 
anestesiados por injeção intraperitoneal de uretana 20% em PBS (dose letal de 3mg/g 
de massa corporal). Foi então inserida uma cânula na traquéia, através da qual foram 
injetados 5 mL de PBS a 4ºC. A solução foi então gentilmente aspirada e depositada 
em um tubo de centrífuga mantido em banho de gelo. Este procedimento foi repetido 
10 vezes; a recuperação média do PBS foi de cerca de 90% do volume injetado em 
cada rato (eram injetados 50 mL, dos quais eram recuperados 45 mL). O sobrenadante 
da primeira alíquota retirada (obtido por centrifugação a 290g por 8 minutos) foi 
armazenado a -20ºC, para as dosagens de proteínas totais (tópico 4.9.) e de nitritos 
(tópico 4.10.). 
Todo o volume de LBA obtido para cada rato foi centrifugado separadamente a 
290 g durante 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 
500 µL de PBS. Uma alíquota de 10 µL desta suspensão foi dispersa em lâmina de 
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vidro para a contagem diferencial das células do LBA por microscopia óptica (tópico 
4.6.). 
Foi feito um pool com as células restantes do LBA de cada rato, segundo seu 
devido grupo. A esse pool foram adicionados 30 mL de solução hemolítica (solução 
aquosa de NH4Cl 0,77%, tris(hidroximetil)aminometano 0,21%, pH 7,4). Após 
incubação por 15 minutos a 37ºC em banho-maria, o volume da suspensão foi 
completado para 50mL com PBS e a suspensão de células foi centrifugada a 290 g 
durante 8 minutos. Após o descarte do sobrenadante, o pellet celular foi ressuspenso 
em 40 mL de PBS e centrifugado novamente (290 g por 8 minutos).  
Após o descarte do sobrenadante, o pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de 
PBS. As células desta suspensão foram contadas em câmara de Neubauer Improved, 
com azul de Trypan 0,05% para a determinação da viabilidade celular (em geral, a 
viabilidade foi de aproximadamente 90%). 
Para os ensaios com macrófagos alveolares, a suspensão de células foi diluída 
em PBS para a densidade final de 5,0 x 106 células viáveis/mL. 
 
4.5. COLETA DOS PULMÕES 
 
Após a coleta do LBA, foi feita a toracotomia dos ratos. Foi então injetado PBS 
no ventrículo cardíaco direito para a remoção do sangue dos vasos sanguíneos 
pulmonares. Os pulmões foram então removidos da cavidade torácica e lavados com 
PBS para a remoção do sangue de sua superfície. Após estes procedimentos, os 
pulmões foram mantidos em gelo. 
A seguir, foi removida uma porção de aproximadamente 300 mg do lobo 
pulmonar inferior direito de cada indivíduo para a dosagem de hidroperóxidos 
lipídicos, realizada imediatamente após a coleta da amostra. O restante do tecido 
pulmonar foi armazenado a -80ºC para as dosagens da atividade de PAF e/ou PAF-like 
(tópico 4.15.) e da atividade da catalase (tópico 4.11.). 
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Para evitar alterações morfológicas, a coleta de LBA não foi realizada nos 
pulmões utilizados para análise histológica (microscopia óptica e microscopia 
eletrônica de transmissão). 
 
4.6. CONTAGEM DIFERENCIAL DE CÉLULAS DO LBA 
 
Conforme descrito no tópico 4.4, 10 µL da suspensão celular concentrada do 
LBA de cada indivíduo foram dispersos em lâminas de vidro para microscopia óptica. 
Após a secagem do material na lâmina (cerca de 24 horas, em temperatura ambiente), 
foi feita a coloração de May-Grünwald Giemsa. Este protocolo de coloração consistiu 
em tratar o material da lâmina com o corante de May-Grünwald (Newprov®) por 40 
segundos, lavá-lo então com água destilada por 1 minuto e, logo em seguida, corá-lo 
com Giemsa (Newprov®) (5% v:v, em água destilada) por 2 minutos. Foram contadas 
200 células por amostra, sendo estas classificadas como eosinófilos, macrófagos, 
linfócitos ou neutrófilos, de acordo com suas propriedades tintoriais e morfológicas. 
 
4.7. PREPARO DO TECIDO PULMONAR PARA MICROSCOPIA ÓPTICA 
 
Logo após a ortotanásia do rato com uretana (tópico 4.4.), foi coletada uma 
pequena amostra do lobo pulmonar inferior direito. Este tecido foi embebido em 
solução aquosa de formalina 10%, por 24 horas, com o objetivo de fixar sua estrutura 
biológica.  
Após a fixação, o material foi desidratado numa série de soluções aquosas de 
etanol, de concentração crescente, na seguinte ordem: etanol 80% (v:v), etanol 90%, 
etanol 95%, etanol 100% (2x). O material permaneceu por 1 hora em cada solução de 
etanol. 
Foi feita então a diafanização, na qual o etanol presente na amostra foi 
substituído pelo xilol, o qual é um solvente facilmente miscível com a parafina. Essa 
substituição foi feita através da imersão do material primeiramente em uma solução 
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xilol:etanol 1:1 (v:v) por 1 hora, seguida de dois banhos em xilol puro, o primeiro de 1 
hora e o segundo de 15 minutos. 
Na seqüência foi feita a inclusão do material. Neste passo o xilol foi substituído 
gradualmente pela parafina. Para tanto, a amostra foi submetida ao tratamento com 
parafina por duas horas a 60ºC, em estufa. 
A emblocagem foi feita em um molde sobre um bloquinho de madeira adequado 
à confecção dos cortes do tecido em micrótomo. A trimagem (Figura 16) foi feita com 




Figura 16. Vistas frontal e lateral do bloco trimado para microscopia óptica. O ponto escuro no centro 
representa a amostra. 
 
Com o auxílio do micrótomo foram feitos cortes com espessura de 
aproximadamente 5 µm. O material foi estendido e fixado sobre uma lâmina de vidro, 
através de aquecimento rápido em uma chapa quente, com ovalbumina (5%, m:v, em 
água). Foram feitas duas lâminas por amostra. 
Foi realizada então a coloração de hematoxilina-eosina. Primeiramente o 
material foi submerso por 1 minuto em hematoxilina e em seguida lavado com água 
corrente. O material foi então submerso em eosina, por 40 segundos, e lavado em água 
corrente em seguida. As lâminas assim coradas foram deixadas expostas ao ar, em 
temperatura ambiente por 24 horas, para secar. Estas lâminas foram então fotografadas 




Vista frontal Vista lateral 
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4.8. PREPARO DO TECIDO PULMONAR PARA MICROSCOPIA ELETRÔNICA 
DE TRANSMISSÃO (MET) 
 
Logo após a morte do animal por injeção intraperitonial de uretana (tópico 4.4.) 
o lobo inferior direito do pulmão do rato foi dividido em pequenas frações, de cerca de 
2 mm3 cada. Essas frações (cerca de 5) foram submersas na solução fixadora de 
Karnovsky (glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 4,0%, cacodilato de sódio 0,1M e 
CaCl2 1,0mM, em água, pH 7,4), na proporção de 20:1 Karnovisky:tecido (v:v). O 
tecido foi mantido submerso na solução de Karnovisky por 2 horas em temperatura 
ambiente. 
Após a fixação, a solução de Karnovisky foi removida. Foi feita então a pós-
fixação do material, na qual o ósmio fixa principalmente os lipídios de membranas no 
tecido. Neste passo, o tecido foi lavado 3 vezes com solução tampão de cacodilato de 
sódio 0,1M pH 7,4, por 10 minutos. Foi então adicionada uma gota de OsO4 4% aq, 
uma gota de ferricianeto de potássio 3,2% em CaCl2 5mMaq e duas gotas de cacodilato 
de sódio 0,2Maq, de maneira que o tecido ficou totalmente submerso. O frasco foi 
embalado com papel alumínio (pois a luz precipita o OsO4 sobre o material). O tecido 
foi incubado nestas condições por 1 hora em temperatura ambiente.  
O material foi então lavado com cacodilato de sódio 0,1Maq, 3 vezes. Após, foi 
iniciada a desidratação do material, que consiste na substituição gradual da água por 
acetona, que é miscível com a resina Epon® utilizada para a emblocagem. Neste passo, 
soluções com concentração crescente de acetona em água foram adicionadas à amostra 
e removidas após 10 minutos de incubação, na ordem: acetona 50% (v:v), acetona 
70%, acetona 90% e acetona 100% (2x). 
O passo seguinte foi o da inclusão, no qual a acetona que permeava o tecido foi 
substituída gradualmente pela resina Epon®. Neste passo, após a remoção da acetona 
na última etapa da desidratação, foi adicionada uma solução de acetona:Epon® 2:1 
(v:v) e então a amostra foi incubada em frasco fechado por 12 horas em geladeira 
(~4ºC). Este procedimento foi repetido utilizando-se uma solução acetona:Epon® 1:1 
(v:v) e, na seqüência, solução acetona:Epon® 1:2 (v:v). 
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Na seqüência, o material foi submerso em resina Epon® pura, de maneira que 
não fossem formadas bolhas. O material foi devidamente etiquetado com uma tira de 
papel submersa na resina ainda líquida. Após 12 horas, o frasco foi levado a uma 
estufa a 60ºC, permanecendo nela aberto, por 72 horas, para que houvesse 
polimerização e conseqüente endurecimento da resina.  
Após a trimagem do material com navalha de aço (Figura 17), foram feitos cortes 
de 60 nm de espessura em ultramicrótomo. Estes cortes foram depositados sobre 




Figura 17. Vistas frontal e lateral do bloco trimado para MET. O ponto escuro no centro representa a 
amostra. 
 
Foi feita então a contrastação dos cortes. Neste passo, cada grade de cobre com 
os cortes ultrafinos foi depositada sobre uma gota de acetato de uranila 5% aq, na 
ausência de luz (placa de Petri embalada com papel alumínio), por 20 minutos. Após 
este tempo, as grades foram lavadas em água ultrapura e secadas logo em seguida com 
papel de filtro. Cada grade foi então depositada sobre uma gota de solução de 
Reynolds (solução aquosa de Pb(NO3)2 40mM, citrato de sódio 60mM,  NaOH 
suficiente para pH 12), e incubada na ausência de luz por 20 minutos. Após este 
tempo, as grades foram lavadas em água ultrapura e secadas logo em seguida. 
Esses cortes foram então analisados em Microscópio Eletrônico de 
Transmissão.  
 
4.9. PROTEÍNAS TOTAIS 
 
Foi realizada a metodologia descrita por Bradford (1976), adaptada para 
microplacas.  
Vista frontal Vista lateral 
41 
 Em microplaca de 96 poços, foram misturados 10 µL de amostra a 250 µL do 
reativo de Bradford, em triplicata para cada amostra. Nesta etapa, o corante Coomassie 








Figura 18. Mecanismo da detecção de proteínas pelo método de Bradford. 
 
Após 5 minutos, a absorbância das amostras foi determinada em 595nm, em 
espectrofotômetro para microplacas (Benchmark®, Bio Rad). Os valores de 





A quantidade de nitrito no LBA (indicador da produção de óxido nítrico no 
pulmão) foi avaliada de maneira semelhante à descrita por Stuehr e Marletta (1985). 
Após a centrifugação da primeira alíquota de LBA (tópico 4.4.), o sobrenadante foi 
recolhido e misturado com reagente de Griess, na proporção de 1:1 (100 µL de cada).  
O reagente de Griess, preparado pouco antes de seu uso, é constituído por 
cloreto de naftiletilenodiamina a 0,05% e por sulfanilamida a 0,5%, em meio ácido, 
proporcionado por H3PO4 a 2,5%. Estes componentes geram uma coloração rósea se 
houver nitrito na amostra analisada (formado a partir do óxido nítrico), segundo a 







seqüência de reações indicada na figura abaixo (Figura 19). Na reação A, a 
sulfanilamida (um derivado de anilina) reage com o ácido nitroso e, após rearranjos 
intramoleculares, forma o íon diazônio. Na reação B, que se segue à reação A, o íon 









Figura 19. Mecanismo genérico da detecção de nitritos em meio ácido pelo uso do reagente de Griess. 
Adaptado de Fox Jr. (1979).  
 
Logo após a adição do reagente de Griess, a absorbância gerada pelas amostras 
foi determinada em 550 nm, em espectrofotômetro para microplacas (Benchmark®, Bio 
Rad). 
 
4.11. ATIVIDADE DE CATALASE 
 
Este ensaio foi realizado de acordo com os procedimentos descritos por Aebi 
(1984).  
Foi utilizada uma amostra de 50mg de tecido pulmonar do lobo inferior direito 
de cada indivíduo analisado. A homogeneização do tecido foi feita em 2 mL de PBS, 
utilizando-se um homogeneizador elétrico (Bosch® GGS 27). O homogenato foi 
centrifugado a 10.600 g por 20 minutos a 4ºC. Foi então adicionada uma alíquota de 10 
µL do sobrenadante a 950 µL de meio reacional (solução aquosa de H2O2 20mM, 




λabs máx = 550 nm 
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absorbância foi monitorada durante 1,5 minuto, com intervalo de 2 segundos entre 
cada leitura, em comprimento de onda de 240 nm. Foi utilizado um espectrofotômetro 
(Ultrospec 2000®, Pharmacia Biotech Inc.) conectado a um microcomputador. O 
software usado foi o Swift II®. 
Como a catalase presente na amostra degrada o H2O2, a absorbância em 240nm 
decresce com o passar do tempo. A variação de absorbância em função do tempo 
indica, portanto, a atividade da enzima catalase presente na amostra. A dosagem de 
proteínas foi feita no material como descrito no tópico 4.9. Os resultados foram 
corrigidos pela concentração de proteínas no homogenato e expressos como 
porcentagem em relação ao grupo controle. 
 
4.12. HIDROPERÓXIDOS LIPÍDICOS 
 
Foi utilizada a metodologia descrita por Nourooz-Zadeh et al (1994), aplicada 
ao extrato metanólico de amostras de tecido pulmonar.  
O extrato metanólico foi feito pela homogeneização de 300 mg de tecido 
pulmonar em 1 mL de metanol, utilizando-se um homogeneizador elétrico (Bosch® 
GGS 27). O homogenato foi então centrifugado a 5000 g, por 5 minutos, a 4ºC. Uma 
alíquota de 50 µL do sobrenadante foi estocada a -20ºC para posterior dosagem de 
proteínas (tópico 4.9.). 
Para cada amostra, alíquotas de 90 µL do sobrenadante foram postas em 6 tubos 
de centrífuga (1,5 mL de capacidade). A três destes tubos foram adicionados 10 µL de 
solução metanólica de trifenilfosfina (TPP, Sigma ®) 10 mM, para ocorrer a redução 
seletiva de hidroperóxidos (os grupamentos hidroperóxido, especificamente os 
presentes em lipídios, são convertidos a grupamentos hidroxila pela trifenilfosfina) 
(Figura 20). As amostras contidas nos três tubos restantes receberam apenas 10 µL de 
metanol. Todos os tubos foram agitados vigorosamente e então incubados em 




L – OOH                                                                  L – OH 
 
 
Figura 20. Representação simplificada da redução de hidroperóxidos lipídicos pela trifenilfosfina. 
 
Terminada esta incubação, adicionou-se a cada tubo 900 µL do reagente FOX2. 
Este reagente deve ser preparado no momento do uso, consistindo de xilenol laranja 
100 µM, hidroxitolueno butilado (BHT) 4 mM, ácido sulfúrico 25 mM e sulfato 
ferroso de amônio 250 µM, em metanol 90% (v:v, em água). Após agitação, o meio 
reacional foi incubado a temperatura ambiente por mais 30 minutos.  
Nesta etapa, os cátions ferrosos (Fe2+) do reativo de FOX2 são oxidados por 
hidroperóxidos (Figura 21) presentes na amostra (tanto pelos hidroperóxidos lipídicos 
quanto por outros tipos de hidroperóxidos presentes na amostra). Como todos os 
hidroperóxidos lipídicos das amostras tratadas com TPP foram reduzidos (Figura 20), a 
produção de Fe3+ será menor nestas do que nas amostras não tratadas com TPP. 
 
                                                              
 
 
Figura 21. Oxidação de Fe2+ promovida por hidroperóxidos (X – OOH) (Coffey et al, 1995). 
 
O Fe3+ formado é então quelado pelo xilenol laranja, o que faz a cor deste 
indicador passar de laranja a azul-púrpura (passa a absorver luz em 560nm). 
Passado o tempo de incubação, a absorbância foi mensurada a 560 nm. 
Subtraiu-se então o valor da absorbância das amostras tratadas com TPP (sem 
hidroperóxidos lipídicos) do valor da absorbância das amostras sem TPP. O valor 
obtido por essa subtração, referente apenas à quantidade de ferro oxidado por 
hidroperóxidos lipídicos, foi utilizado na fórmula da curva padrão de peróxido de 
hidrogênio, obtida com soluções padrão de diferentes concentrações (100.0, 50.0, 25.0, 
(hidroperóxido lipídico) (hidróxido lipídico) 
TPP 
X – OOH X – O
.




12.5, 6.2, 3.1 e 1.6 µM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para a 
dosagem de hidroperóxidos (com exceção ao tratamento com TPP). O resultado obtido 
foi referente à concentração de hidroperóxidos lipídicos. 
Dividiu-se o valor da concentração de hidroperóxidos lipídicos pela 
concentração de proteínas totais do extrato metanólico. Os resultados foram expressos 
como porcentagem em relação ao grupo controle. 
 
4.13. EXTRAÇÃO DE LIPÍDIOS TOTAIS DE PULMÃO 
 
Foi realizada de acordo com o método descrito por Folch et al (1956). 
Setenta miligramas de cada amostra de tecido pulmonar foram utilizados para a 
extração. Após a pesagem, foi acrescentado ao tecido, em tubo de vidro, 1,33 mL do 
solvente extrator, composto por metanol:clorofórmio (1:2, vol:vol). O material foi 
homogeneizado com o auxílio de um homogeneizador elétrico (Bosch® GGS 27).  
Na etapa seguinte, foram adicionados 480 µL de metanol ao homogenato, para 
reduzir a densidade do líquido e possibilitar, assim, a decantação do material 
particulado insolúvel no meio. O material foi então centrifugado a 5000 g, por 10 
minutos a 4ºC. 
O sobrenadante foi transferido para outro tubo de vidro e foram adicionados 960 
µL de clorofórmio (para manter a proporção metanol:clorofórmio em 1:2 v:v). 
Na seqüência, foram adicionados 550 µL de água ultrapura. O sistema bifásico 
formado foi então submetido a intensa agitação, até não serem mais distinguíveis as 
suas duas fases (forma-se, momentaneamente, uma emulsão). Nesta etapa, substâncias 
com maior afinidade à água do que ao solvente orgânico são solubilizadas no meio 
aquoso e, portanto, se separam dos lipídios. 
Cerca de 10 minutos depois, após a reconstituição espontânea do sistema 
bifásico, o sobrenadante (aquoso) foi removido com o auxílio de uma micropipeta, 
cuidando-se para não retirar o infranadante. 
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Foi então adicionado 1 mL de FSP (metanol 48,98%; água 47,96%; clorofórmio 
3,06%; MgCl2 0,017%; CaCl2 0,02%; NaCl 0,37%), lentamente (para evitar a 
formação de emulsão) e de maneira que as paredes do tubo fossem lavadas com esta 
solução. Após a remoção do sobrenadante, este procedimento foi repetido mais duas 
vezes. 
A mistura de clorofórmio e metanol, na qual estavam dissolvidos os lipídios, foi 
evaporada em banho-maria a 30ºC sob corrente de nitrogênio. O extrato lipídico seco 
foi armazenado a -20ºC, por até dois dias, sob atmosfera de nitrogênio. Para a 
determinação da atividade de PAF-like e/ou PAF (tópico 4.15.), estes extratos foram 
solubilizados em 100 µL de DMSO, sob agitação intensa. 
 
4.14. ISOLAMENTO DE CÉLULAS POLIMORFONUCLEARES (PMNs) 
 
As PMNs obtidas através deste procedimento foram utilizadas para a 
determinação da atividade de PAF-like e/ou PAF (tópico 4.15.) nos extratos lipídicos 
do tecido pulmonar (tópico 4.13.). 
Sangue de cavalo foi coletado por punção da veia jugular, e depositado em 
bolsas de 500 mL (CPDA-1, JP Indústria Farmacêutica SA) contendo citrato de sódio 
como anticoagulante. 
O sangue foi diluído com PBS na proporção de 1:1. Para separar as PMNs 
(principalmente neutrófilos) das células mononucleares (monócitos e linfócitos), foram 
dispostos 40 mL de sangue diluído sobre 6 mL de Ficoll Paque Plus®, em tubo para 
centrífuga.  
Após centrifugação (400g por 40 minutos a 4ºC), a camada superior, 
composta por plasma, solução de Ficoll®, e células mononucleares, foi descartada. A 
camada inferior, composta principalmente por PMNs e eritrócitos, foi dividida em duas 
alíquotas iguais, as quais foram separadas em dois tubos de centrífuga. A cada alíquota 
foi adicionada solução hemolítica em quantidade suficiente para completar 50 mL. 
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Após incubação a 37ºC em estufa por 20 minutos, a suspensão celular estava 
livre de eritrócitos, e foi então centrifugada a 400 g por 6 minutos a 4ºC. O 
sobrenadante foi descartado e as células decantadas (basicamente PMNs) foram 
ressuspensas em PBS e centrifugadas (400 g por 6 minutos a 4ºC). 
Após a remoção do PBS sobrenadante, as células foram ressuspensas em 5 mL 
de PBS contendo glucose 5 mM. A densidade de células na suspensão foi determinada 
por contagem em câmara de Neubauer Improved. A densidade foi ajustada para 1,0 x 
107 células viáveis/mL. 
Este método possibilitou a obtenção de uma suspensão de células composta 
por cerca de 90% de PMNs, das quais mais de 90% eram neutrófilos (valor 
determinado por microscopia óptica do material corado por May-Grünwald Giemsa). 
A viabilidade, determinada através da coloração com azul de Trypan, foi maior que 
95%. 
 
4.15. ATIVIDADE DE PAF-LIKE E/OU PAF EM EXTRATOS LIPÍDICOS 
 
À suspensão de PMNs (tópico 4.14.) na densidade de 1,0 x 107 células 
viáveis/mL, foi adicionado FURA-2 AM (Sigma, solução estoque 1 mM em DMSO), 
para concentração final de 1µM. Foi feita então a incubação desta suspensão a 37ºC 
por 45 minutos, no escuro. 
Nesta etapa, as PMNs incorporaram o FURA-2 AM, um indicador fluorescente 
de cálcio. Quando o FURA-2 AM está ligado ao Ca++, há redução da eficiência de 
excitação a 380nm e aumento da eficiência de excitação a 340nm, observados no 
comprimento de onda de emissão de 510nm. Com isso, é possível quantificar a 
concentração de Ca++ intracelular nas células carregadas com FURA-2 AM através da 
relação da intensidade de emissão a 510nm entre os comprimentos de onda de 
excitação de 340nm e de 380nm (relação 340:380nm). Um aumento da concentração 
de Ca++ intracelular é revelado pelo aumento da relação 340:380nm. 
Após a incubação, as células foram lavadas duas vezes com solução de Ringer 
(solução aquosa; NaCl 142,5 mM; KCl 4,0 mM; CaCl2 1,8 mM; MgCl2 1,8 mM; 
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HEPES 5,0 mM; glucose 5,0 mM, pH 7,4), para a remoção do FURA-2 AM que não 
foi incorporado pelas células. 
As células foram então ressuspensas em solução de Ringer para a densidade 
final de 2,25 x 106 células viáveis/mL, e mantidas em tubo de centrifuga embalado 
com papel alumínio. Esta foi a preparação utilizada na leitura de fluorescência. 
A suspensão de células foi mantida em gelo até a sua utilização. Alíquotas de 2 
mL eram previamente incubadas em banho-maria a 37ºC por 4 minutos, logo antes de 
serem colocadas na cubeta para a leitura da fluorescência em espectrofluorímetro 
(RF5301PC®, Shimadzu). Durante esta incubação, as células que seriam utilizadas 
como controle negativo para PAF foram tratadas com o antagonista de receptor de 
PAF, BN52021 (Biomol®, solução 10mM em DMSO).  
Foi utilizada excitação dual com comprimentos de onda de 340nm e 380nm 
(janela de leitura de 2 segundos), com emissão captada em 510nm, utilizando o 
software Super Ion Probe®. A temperatura foi mantida em 37ºC pelo sistema 
termostatisado do aparelho. A leitura da fluorescência consistiu primeiramente da 
obtenção de uma linha de base nos primeiros 50 segundos. Após esta leitura inicial, 
foram adicionados 10 µL do extrato lipídico (tópico 4.13.) à suspensão de células, 
seguindo-se a agitação (por 3 segundos) com uma barra magnética presente dentro da 
cubeta. A leitura foi feita então por mais 100 segundos.  
Para cada amostra, foram realizados os procedimentos acima descritos na 
presença e na ausência de BN52021. A resposta máxima obtida pelo tratamento da 
suspensão de PMNs com extrato lipídico na presença de BN52021 foi subtraída da 
resposta máxima obtida na ausência desta substância. O resultado desta subtração foi 
utilizado como indicador semiquantitativo da atividade de PAF-like e/ou PAF no 
extrato lipídico. 
A cada experimento a preparação de PMNs carregados com FURA-2 AM foi 
testada com o padrão de PAF (1-O-palmitil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina, 
solução estoque de 3mM em DMSO, Sigma®) nas concentrações de 10-1, 100, 101 e 102 
nM , na presença ou na ausência de BN52021 150 µM (concentração suficiente para 
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antagonizar 102nM de PAF). Em todos os experimentos, a concentração mínima de 
PAF capaz de promover influxo de cálcio detectável nas PMNs foi de 1nM. 
 
4.16. ISOLAMENTO DOS MACRÓFAGOS ALVEOLARES 
 
Foram plaqueados 100 µl da suspensão de células do LBA (5,0 x 106 
células/mL) de cada grupo (tópico 4.4.), em poços separados de uma microplaca, em 
quadruplicata para cada ensaio realizado. Após incubação por 1 hora a 37°C, o 
sobrenadante foi descartado e os poços foram lavados com PBS (para a remoção de 
células não aderidas), restando apenas os macrófagos alveolares aderidos à placa. Estas 
células foram usadas para os ensaios descritos nos tópicos 4.17., 4.18. e 4.19.. Foi 
utilizada uma placa para cada ensaio. 
 
4.17. CAPACIDADE DE ADESÃO DE MACRÓFAGOS ALVEOLARES 
 
Foi realizada a técnica de Rosen e Gordon (1987), com algumas modificações. 
As células aderidas à microplaca (tópico 4.16.) foram fixadas pela incubação com 150 
µL de metanol. Após 10 minutos em temperatura ambiente, o metanol sobrenadante foi 
descartado e a placa foi deixada por 10 minutos em estufa a 37ºC para secar o resíduo 
metanólico. Foram então adicionados 100 µL de solução de Giemsa (0,2%, v:v, em 
água destilada). Após 40 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi 
descartado e cada poço da placa foi lavado com água destilada. O corante restante na 
placa, impregnado apenas nos macrófagos das amostras, foi então solubilizado com 
200 µL de metanol. A absorbância da solução resultante foi lida em espectrofotômetro 
para microplacas (Benchmark®, Bio Rad), em comprimento de onda de 550 nm. Os 
resultados foram expressos como porcentagem em relação ao grupo controle. 
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4.18. PRODUÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO (H2O2) POR 
MACRÓFAGOS ALVEOLARES 
 
Foi utilizada a técnica descrita por Pick e Mizel (1981). Os macrófagos 
alveolares aderidos aos poços de uma microplaca (tópico 4.16.) foram incubados na 
presença de vermelho de fenol e peroxidase, com ou sem 100 nM de PMA. O PMA 
(13-acetato-12-miristato de forbila) promove indiretamente a ativação do complexo da 
NADPH oxidase, o que leva à produção de espécies reativas de oxigênio (ERO). 
O mecanismo de detecção de H2O2 envolve a oxidação do vermelho de fenol 
pela peroxidase (Figura 22). Esta enzima utiliza o H2O2 nesta reação. O composto 






Figura 22. Oxidação do vermelho de fenol pela peroxidase, na presença de peróxido de hidrogênio 
(H2O2). 
 
Após 1 hora de incubação a 37ºC, foi adicionado NaOH 1M para alcalinizar o 
meio e a absorbância da amostra foi então determinada em 550nm, em 
espectrofotômetro para microplacas (Benchmark®, Bio Rad). Como o resultado obtido 
correspondia à produção de H2O2 pelos macrófagos aderidos à microplaca, foi feita a 
correção dos valores pela adesão de macrófagos (tópico 4.17.) correspondente de cada 
grupo (R = absH2O2/absadesão). O valor corrigido foi então expresso como porcentagem 
em relação ao grupo controle. 
 
4.19. PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO POR MACRÓFAGOS 
ALVEOLARES 
 
Foi determinada através da redução do NBT (Madhavi e Das, 1994). Os 
macrófagos alveolares aderidos à microplaca (tópico 4.16.) foram incubados por 1 
H2O2 
Vermelho de Fenol Composto oxidado 
 peroxidase 
λabs máx.= 550nm 
(em pH básico) 
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hora na presença de NBT 0,2%, com ou sem PMA 1 µM, a 37°C. Neste passo, ocorre 
a redução do NBT a um composto azul e insolúvel no PBS, denominado formazan, 
numa reação promovida pelo ânion superóxido. 
No passo seguinte, a placa foi centrifugada e o sobrenadante desprezado para 
eliminar o excesso de NBT, restando o formazan decantado no fundo dos poços. 
Procedeu-se então a lavagem dos poços com PBS. Foram adicionados 150 µL de 
metanol 50%. Após 10 minutos, o metanol foi removido e a placa foi secada em 
estufa a 37ºC. Foram então adicionados 120 µL de KOH 2 M e 140 µL de 
dimetilsulfóxido (DMSO). Após 30 minutos foi feita a leitura em 550 nm, em 
espectrofotômetro para microplacas (Benchmark®, Bio Rad). 
Os resultados foram expressos como descrito no tópico 4.18. 
 
4.20. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). As 
populações de dados que apresentavam distribuição gaussiana foram submetidas à 
análise de variância paramétrica (ANOVA one-way) seguida pelo pós-teste de Tukey, 
e à ANOVA two-way, seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Para populações com 
distribuição não gaussiana, foi realizada a análise de variância não-paramétrica (teste 
de Kruskal-Wallis), seguida do pós-teste de Dunn. Para a análise estatística entre pares 
de colunas (estimulados ou não-estimulados com PMA, ver tópicos 5.5.2 e 5.5.3), foi 
realizado o teste t. A significância estatística utilizada foi de 5% (α=5%).  
As análises e os gráficos foram realizados com o auxílio do software GraphPad 






5.1. DOSAGENS NO LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA) 
 
5.1.1. Proteínas Totais no LBA 
 
Para cada grupo foram analisadas amostras de LBA de 16 indivíduos, obtidas 
em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os resultados estão expressos como 
média (µg/mL) ± EPM (Figura 23 e Tabela 1). 
A suplementação da dieta com lecitina de soja não alterou este parâmetro em 
indivíduos sadios, enquanto que a asma promoveu um aumento significativo neste 
parâmetro (88,0% em indivíduos não tratados com lecitina de soja). A suplementação 
da dieta com lecitina soja promoveu um aumento adicional deste parâmetro em 
indivíduos asmáticos (43%), o que demonstra que a lecitina de soja potencializa o 
efeito da asma sobre este parâmetro. A suplementação da dieta com α-tocoferol não 











Figura 23. Concentração de proteínas no LBA para os grupos controle (C), suplementado com lecitina 
de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático suplementado 
com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). ap<0,05 vs. C; bp<0,001 vs. S, e p<0,05 vs. A. 



































5.1.2. Óxido Nítrico no LBA 
 
Para cada grupo foram analisadas amostras de LBA de 16 indivíduos, obtidas 
em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os resultados estão expressos como 
média (porcentagem em relação ao grupo controle) ± EPM (Figura 24 e Tabela 1). 
O quadro asmático promoveu um aumento significativo deste parâmetro (58,6% 
em indivíduos não-tratados e 94,7% em indivíduos tratados com lecitina de soja), mas 










Figura 24. Quantidade de óxido nítrico no LBA para os grupos controle (C), suplementado com 
lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático 
suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). ap<0,05 vs. C; bp<0,001 vs. S. 
 
TABELA 1. DOSAGENS NO LAVADO BRONCOALVEOLAR 
GRUPOS 
 
C S A AS ASE 
Proteínas Totais 











































































5.2. DOSAGENS EM TECIDO PULMONAR 
 
5.2.1. Atividade de catalase 
 
Foram analisadas, para cada grupo, amostras de tecido pulmonar de 12 
indivíduos, obtidas em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os resultados estão 
expressos como média (porcentagem em relação ao grupo controle) ± EPM (Figura 25 e 
Tabela 2). 
Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos. Tanto a 
asma quanto os protocolos de suplementação efetuados não alteraram 










Figura 25. Atividade de catalase em tecido pulmonar para os grupos controle (C), suplementado com 
lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático 
suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). Não houve diferença estatisticamente 
significativa entre os grupos.  
 
5.2.2. Hidroperóxidos Lipídicos 
 
Foram analisadas, para cada grupo, amostras de tecido pulmonar de 14 
indivíduos, obtidas em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os resultados estão 











































expressos como média (porcentagem em relação ao grupo controle) ± EPM (Figura 26 e 
Tabela 2). 
A asma aumentou significativamente a concentração de hidroperóxidos 
lipídicos no tecido pulmonar (119,5% em relação aos indivíduos não tratados e 
403,1% em relação aos indivíduos tratados com lecitina de soja). Além disso, o 
aumento proporcionado pela suplementação da dieta com lecitina de soja em 
indivíduos asmáticos foi estatisticamente significativo (55,9%), o que demonstra que a 
lecitina de soja exerce um efeito aditivo ao da asma sobre este parâmetro. A 
suplementação da dieta com α-tocoferol promoveu uma redução significativa deste 
parâmetro (98%) em indivíduos asmáticos submetidos à suplementação da dieta com 











Figura 26. Concentração de hidroperóxidos lipídicos em tecido pulmonar para os grupos controle (C), 
suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) 
e asmático suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). ap<0,05 vs. C; bp<0,001 vs. S, e 
p<0,05 vs A; cp0,001 vs. AS.  
 
5.2.3. Atividade de PAF-like e/ou PAF 
 
Abaixo estão representados os resultados obtidos pela adição do padrão de 
PAF, em diversas concentrações, à suspensão de PMNs carregados com FURA-2 AM 
(Figura 27). Uma das curvas representa o resultado da adição de PAF (100nM), à 





















































suspensão de PMNs previamente tratada com BN52021 (150µM). Em todos os 
experimentos, antes dos ensaios com as amostras, a suspensão de PMNs foi 
primeiramente testada com os padrões de PAF, para verificar a responsividade das 













Figura 27. Influxo de Ca++ provocado pelo padrão de PAF em diversas concentrações, na ausência ou 
na presença de antagonista de PAF, BN52021 (150µM). Legenda: a = controle (PBS); b = BN52021 
150µM + PAF 100nM; c = PAF 1nM; d = PAF 10nM; e = PAF 100nM. A seta indica o momento da 




































Abaixo estão representados exemplos de resultados obtidos com extrato 
lipídico de tecido pulmonar para atividade de PAF-like e/ou PAF, uma amostra 










Figura 28. Resultado para uma amostra (grupo C) que não contém quantidade detectável de PAF-like 
e/ou PAF. O gráfico resulta do influxo de Ca++ provocado pela amostra na ausência (linha contínua) 
ou na presença (linha tracejada) de antagonista de PAF, BN52021 (150µM). A seta indica o momento 












Figura 29. Resultado para uma amostra (grupo AS) que contém lipídios PAF-like e/ou PAF. O gráfico 
resulta do influxo de Ca++ provocado pela amostra na ausência (linha contínua) ou na presença (linha 
tracejada) de antagonista de PAF-R, BN52021 (150µM). A seta indica o momento da adição da 





































Para cada grupo, foram analisadas amostras de tecido pulmonar de 8 
indivíduos, obtidas em 2 experimentos realizados em dias distintos. Os resultados estão 
expressos como média (aumento na relação 340:380nm) ± EPM (Figura 30 e Tabela 2). 
A asma aumentou significativamente a atividade de PAF-like e/ou PAF 
pulmonar. Em indivíduos asmáticos a suplementação da dieta com lecitina de soja 
promoveu um aumento estatisiticamente significativo deste parâmetro (78% em 
relação aos indivíduos asmáticos não tratados com lecitina de soja), demonstrando que 
os efeitos da lecitina de soja e da asma foram aditivos. A suplementação da dieta com 
α-tocoferol reduziu significativamente este parâmetro (83,7%) em indivíduos 














Figura 30. Atividade de PAF e/ou PAF-like em tecido pulmonar para os grupos controle (C), 
suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) 
e asmático suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE).. ap<0,05 vs. C; bp<0,05 vs. S e A; 





























































TABELA 2. DOSAGENS NO TECIDO PULMONAR 
GRUPOS  
C S A AS ASE 
Atividade de Catalase 

























Atividade de PAF 














5.3.1. Número Absoluto de Células no LBA 
 
Para este parâmetro foram analisadas 3 amostras de LBA para cada grupo, 
obtidas em 3 experimentos realizados em dias distintos. Cada amostra representou um 
pool de células do LBA de 6 indivíduos. Os resultados estão expressos como média 











Figura 31. Número total de células no LBA para os grupos controle (C), suplementado com lecitina de 
soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático suplementado com 
lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). ap<0,001 vs. C; bp<0,001 vs. S, Cp<0,001 vs. AS.  



















































A asma promoveu um aumento significativo no número de células do LBA, 
tanto em indivíduos não tratados (196,5%) quanto nos indivíduos tratados (137,4%) 
com lecitina de soja. A suplementação da dieta com lecitina de soja não foi capaz de 
alterar significativamente este parâmetro. Porém, a suplementação com α-tocoferol 
promoveu uma redução significativa deste parâmetro (56,6%) em indivíduos asmáticos 
suplementados com lecitina de soja. 
 
5.3.2. Contagem Diferencial das Células do LBA 
 
Foram analisadas amostras de LBA de 18 indivíduos para cada grupo, 
obtidas em 4 experimentos realizados em dias distintos. Foram contadas 200 células 
por amostra. As principais células encontradas no LBA são macrófagos, eosinófilos, 
neutrófilos e linfócitos (Figura 32). Os resultados a seguir estão expressos como média 






















Figura 32. Células normalmente encontradas no lavado broncoalveolar (LBA). Legenda: a – 
macrófago, b – eosinófilo (seta), c – neutrófilo, d – linfócito. Imagens panorâmicas do LBA do grupo 
controle (e) e do LBA do grupo asmático (f).  
13 µm 40 µm 
13 µm 13 µm 13 µm 
40 µm 
a b c 
d e f 
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As porcentagens de eosinófilos nos grupos não-asmáticos foram menores 
que 1%. A asma aumentou significativamente este resultado, elevando-o para cerca de 
19%. Tanto em indivíduos asmáticos quanto em indivíduos não-asmáticos, a 
suplementação da dieta com lecitina de soja não alterou significativamente a 
porcentagem de eosinófilos no LBA. O tratamento com α-tocoferol promoveu redução 
significativa deste parâmetro (35,1%). 
A porcentagem de macrófagos nos grupos não-asmáticos foi de cerca de 
95%. A asma promoveu uma redução de cerca de 35% neste parâmetro. A 
suplementação da dieta com α-tocoferol ou com lecitina de soja não foi capaz de 
alterar significativamente este resultado. 
A porcentagem de linfócitos foi aumentada significativamente pela asma, 
mas não foi alterada pela suplementação da dieta com α-tocoferol ou com lecitina de 
soja. A asma promoveu também um aumento significativo da porcentagem de 
neutrófilos no LBA. Nos indivíduos asmáticos a lecitina de soja promoveu uma 
redução deste parâmetro (45,3%), mas o tratamento com α-tocoferol não alterou 










Figura 33. Contagem diferencial de células do LBA para os grupos controle (C), suplementado com 
lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático 
suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). Eosinófilos: ap<0,001 vs. C; bp<0,001 vs. S; 
cp<0,05 vs. AS. Macrófagos: ap<0,001 vs. C; bp<0,001 vs. S. Linfócitos: ap<0,01 vs. C; bp<0,001 vs. 

















































TABELA 3. PARÂMETROS CITOLÓGICOS DO LBA 
GRUPOS 
 
C S A AS ASE 
Concentração de células 
































































5.4.1. Microscopia Óptica 
 
Foram analisados cortes histológicos do tecido pulmonar de 4 indivíduos para 
cada grupo, obtidos em dois experimentos realizados em dias diferentes. 
As imagens abaixo mostram que a asma promoveu o desenvolvimento de um 
infiltrado leucocitário peribronquiolar (Figura 34). O tratamento com α-tocoferol 
reduziu a intensidade deste infiltrado. A principal característica desse infiltrado é a 
grande proporção de PMNs, principalmente eosinófilos e neutrófilos (Figura 35). No 
interior dos bronquíolos dos indivíduos asmáticos é possível visualizar ainda 
depósitos de muco e descamamento epitelial que, assim como o infiltrado 
leucocitário, são característicos da histopatologia da asma (Bochner et al, 1994). A 












































Figura 34. Histologia do tecido pulmonar mostrando os bronquíolos dos indivíduos dos grupos 
controle (C), suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com 
lecitina de soja (AS) e asmático suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). São visíveis 
infiltrados leucocitários peribronquiolares, principalmente nas imagens dos grupos A e AS (setas 
brancas). O grupo ASE apresenta infiltrado menos intenso. É possível visualizar também 
descamamento epitelial e a presença de muco em A, AS e ASE (setas pretas). Imagens representativas 























































Figura 35. Histologia do tecido pulmonar mostrando o aspecto das estruturas peribronquiolares. 
Indivíduos dos grupos controle (C), suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático 
suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol 
(ASE). Não há leucócitos nas imagens do grupo C e do grupo S. São vistos numerosos leucócitos 
(principalmente PMNs) nas imagens dos grupos A e AS. Há poucos leucócitos no grupo ASE em 
relação ao grupo AS. Imagens representativas para 4 amostras. Escala: as barras brancas correspondem ao 















5.4.2. Microscopia Eletrônica de Transmissão 
 
Foi analisada uma amostra por grupo. É possível verificar a presença de 
material mais eletrodenso (provavelmente protéico) no lúmen alveolar do indivíduo 
asmático (grupo A), que pode ser devida à presença de muco (Figura 36). Nos grupos 



































Figura 36. Eletrofotomicrografias do tecido pulmonar. Indivíduos dos grupos controle (C), 
suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A) e asmático suplementado com lecitina de soja e 
α-tocoferol (ASE). Observar a presença de material mais eletrodenso no lúmen alveolar (seta), na 





5.5. ENSAIOS COM MACRÓFAGO ALVEOLAR 
 
5.5.1. Adesão de Macrófagos 
 
Para cada grupo foram analisadas amostras de LBA de 9 indivíduos, obtidas 
em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os resultados estão expressos como 
média (porcentagem em relação ao grupo controle) ± EPM (Figura 37 e Tabela 4). 
A suplementação da dieta com lecitina de soja foi capaz de aumentar a 
capacidade de adesão de macrófagos alveolares de indivíduos não-asmáticos (53,6%). 
A asma reduziu este parâmetro em indivíduos tratados com lecitina de soja (47,3%), 












Figura 37. Capacidade de adesão de macrófagos alveolares para os grupos controle (C), suplementado 
com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) e asmático 
suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE).. ap<0,01 vs. C; bp<0,001 vs. S; cp<0,01 vs. AS.  
 
5.5.2. Peróxido de Hidrogênio 
 
Para cada grupo foram analisados 3 pools de LBA, cada um consistindo do 
material de 6 indivíduos, obtidos em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os 























































resultados estão expressos como média (porcentagem em relação ao grupo controle-
basal) ± EPM (Figura 38 e Tabela 4). 
A asma foi capaz de aumentar a produção de H202 por macrófagos alveolares 
de indivíduos não tratados com lecitina de soja (108,9% na ausência e 80,3% na 
presença de PMA). A suplementação da dieta com lecitina de soja promoveu uma 
redução significativa deste parâmetro em indivíduos asmáticos (55,8% na ausência e 
50,0% na presença de PMA). A suplementação com α-tocoferol aumentou este 













Figura 38. Produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos alveolares para os grupos controle (C), 
suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) 
e asmático suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). *p<0,05 em comparação ao 
resultado do mesmo grupo na ausência de PMA. ap<0,05 vs. C-basal; bp<0,01 vs. A-basal; cp<0,05 vs. 
AS-basal; dp<0,05 vs. C-PMA;  ep<0,01 vs. A-PMA; fp<0,001 vs. AS- PMA. 
 
5.5.3. Ânion Superóxido 
 
Para cada grupo foram analisados 3 pools de LBA, cada um consistindo do 
material de 6 indivíduos, obtidos em 3 experimentos realizados em dias distintos. Os 
C S A AS AS
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resultados estão expressos como média (porcentagem em relação ao grupo controle-
basal) ± EPM (Figura 39 e Tabela 4). 
A asma promoveu uma redução estatisticamente significativa da produção de 
O2
-, tanto em indivíduos tratados (38,8% na ausência e 38,6% na presença de PMA) 
quanto em indivíduos não tratados com lecitina de soja (41,2% na ausência e 47,8% na 
presença de PMA). A suplementação da dieta com α-tocoferol promoveu um aumento 
















Figura 39. Produção de ânion superóxido por macrófagos alveolares para os grupos controle (C), 
suplementado com lecitina de soja (S), asmático (A), asmático suplementado com lecitina de soja (AS) 
e asmático suplementado com lecitina de soja e α-tocoferol (ASE). * p<0,01 em comparação ao 
resultado do mesmo grupo na ausência de PMA. ap<0,05 vs. C-basal; bp<0,001 vs. S-basal; cp<0,001 
















TABELA 4. PARÂMETROS DA ATIVIDADE DE MACRÓFAGOS ALVEOLARES  
GRUPOS 
 C S A AS ASE 
Adesão de macrófagos 











Produção de H202 – basal 











Produção de H202 – PMA 
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6. DISCUSSÃO  
 
O modelo de asma utilizado promoveu no LBA dos ratos as características 
citológicas esperadas para a inflamação asmática. Nos grupos asmáticos ocorreu 
intensa eosinofilia, acompanhada de neutrofilia e linfocitose. Como foi relativamente 
grande a proporção de PMNs e linfócitos, a proporção de macrófagos alveolares foi 
baixa nos grupos asmáticos (Figura 33). Todos esses resultados são esperados para o 
modelo de asma empregado (Schuster et al, 2000; Kips et al, 2003; Lommatzsch et al, 
2006) e são semelhantes aos observados em humanos asmáticos (Lommatzsch et al, 
2006). A composição celular do LBA dos ratos não-asmáticos (grupos C e S) foi 
compatível com o descrito na literatura, ou seja, uma porcentagem maior que 85% de 
macrófagos, menor que 10% de linfócitos e uma porcentagem ainda menor de 
eosinófilos e neutrófilos (Parker e Townsley, 2004).  
Uma das características do quadro asmático é o estresse oxidativo, 
caracterizado pela geração de espécies reativas de maneira que sobrepuja a capacidade 
antioxidante (Calhoun et al, 1992; De Raeve et al, 1997; Talati et al, 2006). Para 
avaliar a funcionalidade do sistema antioxidante pulmonar foi determinada a atividade 
de catalase, um dos principais componentes do sistema antioxidante enzimático 
celular. No tecido pulmonar ela é encontrada em grandes quantidades em macrófagos 
alveolares e pneumócitos do tipo II (Kinnula et al, 1995). Esta enzima desempenha 
um papel crucial na defesa tecidual contra os danos oxidativos (Rahman et al, 2006), 
pois degrada o H2O2, a principal fonte de radicais hidroxil (Figura 40). Neste trabalho 
não foi encontrada uma diferença estatisticamente significativa entre os indivíduos 
asmáticos e não-asmáticos para a atividade desta enzima (Figura 25). Este resultado 
também foi obtido por outros autores (Mohan e Das, 1997; Smith et al, 1997; Nadeem 
et al, 2003). 
Para verificar a geração de ERNs no pulmão, foi determinada a concentração 
de nitrito (indicativo da produção de óxido nítrico, uma ERN) no LBA. Sabe-se que a 
produção de óxido nítrico (NO.) é aumentada devido à indução da expressão da 
enzima iNOS durante a inflamação pulmonar, contribuindo para o estresse oxidativo 
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(Mehta, 2005). No contexto deste trabalho, a importância do NO. advém de sua 
comprovada participação nas reações de oxidação de lipídios (Stamler e Hausladen, 
1998; Jourd’heuil et al, 1998; Matés et al, 2000). Na literatura são descritos dois 
papéis diametralmente opostos para o NO. nas reações de peroxidação lipídica. Um 
deles é a inibição das reações de peroxidação através da nitração dos intermediários 
lipídicos destas vias (O’Donnell et al, 1999). O outro é exercido através de sua reação 
com o O2
-., gerando peroxinitrito (Rahman et al, 2006), o qual produz o radical 
hidroxil (Figura 40) (Halliwell, 1991) que é uma das principais espécies reativas 














Figura 40. Formação e possíveis interações das espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio. Para 
simplificar, a estequiometria das reações foi omitida. Baseado em Halliwell (1991). 
 
Devido à alta reatividade do NO. e do O2
-., a co-produção destas espécies gera 
imediatamente o peroxinitrito (Laskey e Mathew, 1996). Assim, como as células 
inflamatórias (macrófagos, neutrófilos, entre outras) produzem simultaneamente NO. 
e O2
-. (Spitzer et al, 1994), o principal efeito da geração do óxido nítrico no quadro 


















de peroxinitrito, que promove a peroxidação lipídica (Laskey e Mathew, 1996). 
Devido à capacidade de promover a peroxidação lipídica, já foi demonstrado que a 
ação do peroxinitrito sobre lipossomos de fosfatidilcolina rica em ácido araquidônico 
culmina na geração de substâncias com atividade biológica, como os isoprostanos e 
HETEs (ácidos da família hidroxi-eicosatetraenóico) (Laskey e Mathew, 1996). 
Neste trabalho, a asma aumentou a concentração de nitritos no LBA (Figura 24). 
Este resultado concorda com o descrito na literatura (Hamid et al, 1993; Matés et al, 
2000). Os valores encontrados foram semelhantes entre os três grupos asmáticos 
analisados (A, AS e ASE), portanto a influência do NO. sobre a peroxidação lipídica 
nestes grupos foi igual. 
De fato, como uma das características do quadro asmático é ocorrência de 
intensa peroxidação lipídica (Talati et al, 2006; Nadeem et al, 2003), a concentração 
de hidroperóxidos lipídicos no tecido pulmonar dos grupos A e AS (Figura 26) foi 
maior do que a dos seus controles não-asmáticos (C e S). Como as EROs e as ERNs 
são os principais iniciadores da peroxidação lipídica, o aumento da produção de NO. 
encontrado nos grupos asmáticos está relacionado a este resultado. Porém, os 
resultados da produção de NO.  e da atividade de catalase não explicam as diferenças 
da peroxidação lipídica encontradas entre os três grupos asmáticos. 
A suplementação da dieta com a lecitina de soja (rica em AGPIs) aumentou a 
peroxidação lipídica no tecido pulmonar dos ratos asmáticos. Apesar de não ter sido 
determinado se a lecitina de soja alterou a produção pulmonar total de EROs ou de 
algum elemento do sistema antioxidante além da catalase, os fatos apresentados na 
revisão da literatura acerca da peroxidação lipídica sugerem que, provavelmente, a 
maior peroxidação no grupo AS decorre da maior disponibilidade de AGPIs nas suas 
estruturas celulares. A literatura apóia esta explicação. Os AGPIs, comparativamente 
aos ácidos graxos monoinsaturados e aos saturados, são de fato mais suscetíveis ao 
ataque oxidativo mediado por radicais livres (Marathe et al, 2000). Mesmo em 
estudos in vivo, autores como Berry et al (1991) e Kratz et al (2002) demonstraram 
que o perfil lipídico da dieta é um dos fatores determinantes da suscetibilidade das 
estruturas biológicas à peroxidação lipídica. Como a lecitina de soja é rica em AGPIs, 
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principalmente em ácido linoléico, houve aumento da suscetibilidade celular à 
oxidação nos indivíduos do grupo AS. Por este motivo, mesmo na presença de 
quantidades semelhantes de NO. e da mesma atividade de catalase, a suplementação 
da dieta com lecitina de soja aumentou a peroxidação lipídica em indivíduos 
asmáticos. 
No caso do grupo ASE a peroxidação lipídica pulmonar foi significativamente 
inferior em relação ao grupo AS, apesar de estar submetido à mesma dose de lecitina 
de soja e possuir a mesma produção de NO. e a mesma atividade da catalase pulmonar 
que este grupo. Este resultado mostra que o reforço do sistema antioxidante com α-
tocoferol foi responsável pela inibição da peroxidação lipídica, corroborando com os 
relatos da literatura de que uma das causas da peroxidação lipídica na asma é a 
deficiência da defesa antioxidante pulmonar (De Raeve et al, 1997). Essa significativa 
inibição da peroxidação lipídica é explicada pelo fato de os tocoferóis serem eficientes 
doadores de hidrogênio que são incorporados à membrana celular (Farchi et al, 2003), 
onde promovem inibição da oxidação de AGPIs (Riccioni et al, 2006).  
Para verificar se as diferenças na intensidade da peroxidação lipídica citadas 
acima afetaram a produção de lipídios PAF-like, foi mensurada a atividade de PAF-
like e/ou PAF no extrato lipídico do tecido pulmonar. Concordando com a literatura 
(Hsieh e Ng, 1993), a atividade de PAF no pulmão foi aumentada pelo quadro 
asmático (Figura 30). Além disso, estes resultados têm o mesmo perfil dos da 
peroxidação lipídica (Figura 26), o que sugere que o aumento da atividade de PAF no 
grupo AS foi decorrente da maior peroxidação lipídica, um processo que resulta na 
produção de PAF-like (Marathe et al, 1999). Da mesma forma, a suplementação com 
α-tocoferol foi capaz de reduzir sensivelmente a síntese de PAF-like através da 
inibição da peroxidação lipídica (Figura 41). 
É importante ressaltar que a significativa redução da atividade de PAF-like 
e/ou PAF promovida pelo α-tocoferol, sugere que o resultado obtido para o grupo 
ASE deveu-se, quase totalmente, à produção de PAF em vias enzimáticas 
fisiologicamente reguladas. Um resultado semelhante a este já foi relatado no trabalho 
de Lehr et al (1997), no qual foi demonstrado que a ocorrência de estresse oxidativo 
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em hamster devido à exposição à fumaça de cigarro gerou lipídios PAF-like e que o 
tratamento do animal com vitamina C, substância antioxidante envolvida na 
regeneração da vitamina E reduzida, inibiu totalmente a formação destes compostos. 
Estes resultados reforçam a idéia, suportada por alguns autores, de que a 
suplementação da dieta com substâncias antioxidantes (como as vitaminas A, C e E) 















Figura 41. A suplementação da dieta dos ratos com lecitina de soja aumenta a suscetibilidade das 
células à peroxidação lipídica, pois aumenta a quantidade de fosfatidilcolinas com AGPIs disponíveis 
para este processo. A peroxidação lipídica pode ser promovida tanto por EROs quanto por ERNs, e 
inibida pelo sistema antioxidante (por exemplo, o α-tocoferol). 
 
Para verificar se as alterações na atividade de PAF-like e/ou PAF promovidas 
pelos tratamentos efetuados nos indivíduos asmáticos foram acompanhadas pela 
modificação do status inflamatório pulmonar, foram realizadas as análises citológica 
do LBA e histológica do pulmão, a determinação da integridade da barreira alvéolo-
capilar e a avaliação de parâmetros associados à funcionalidade de macrófagos. 
Lecitina de 
Soja 




 espécies reativas 






Como o número de células e as porcentagens de cada tipo celular são 
proporcionais entre os diferentes segmentos dos pulmões e o tecido pulmonar inteiro 
(Parker e Townsley, 2004), é possível avaliar o quadro inflamatório pulmonar pela 
análise do LBA e de cortes histológicos do tecido pulmonar. Apenas a citologia do 
LBA foi utilizada como análise quantitativa. 
Como há intensa quimiotaxia de células inflamatórias para o lúmen das vias 
aéreas de indivíduos asmáticos (Wahl et al, 2004), há aumento da densidade celular 
do LBA. De fato, a asma aumentou o número de células no LBA, mas a 
suplementação da dieta com lecitina de soja não foi capaz de modificá-lo nos 
indivíduos asmáticos (Figura 31). 
A suplementação da dieta com lecitina de soja também não alterou a eosinofilia 
do LBA em indivíduos asmáticos. Porém, o tratamento com α-tocoferol foi capaz de 
reduzir tanto a concentração de células quanto a porcentagem de eosinófilos no LBA. 
Isso indica um efeito antiinflamatório da vitamina E, visto que o número de células 
totais e a eosinofilia no pulmão são diretamente proporcionais à gravidade do quadro 
asmático (Bochner et al, 1994). Este efeito pode ser relacionado à redução da 
atividade de PAF-like e/ou PAF, já que esta substância exerce forte quimiotaxia de 
leucócitos (O’Flaherty et al, 1981), inclusive de eosinófilos (Wardlaw et al, 1986). 
Além do aumento do número de células e aumento da porcentagem de 
linfócitos e de PMNs no LBA é observada, pela análise histopatológica pulmonar de 
indivíduos asmáticos, a presença do infiltrado leucocitário peribronquiolar (Figura 42) 
(Bochner et al, 1994). De fato, neste trabalho foi observada a ocorrência de infiltração 
leucocitária peribronquiolar nos grupos asmáticos. Esse infiltrado é constituído 
principalmente por neutrófilos e eosinófilos (Figura 34 e Figura 35). Além disso, 
corroborando com a análise citológica do LBA, a densidade deste infiltrado 
leucocitário e a sua quantidade de eosinófilos estão significativamente reduzidas nos 
























Figura 42. Eventos histopatológicos associados à asma. No lúmen das vias aéreas, PMNs 
(principalmente eosinófilos), mastócitos e células epiteliais ciliares descamadas são vistas, juntamente 
com muco secretado pelas células caliciformes. Abaixo da membrana basal, no tecido conjuntivo, são 
vistas PMNs e células mononucleares, recrutadas dos capilares sanguíneos (Bochner et al, 1994).  
 
Outro aspecto da patogenia da asma é a deposição de muco no lúmen 
bronquiolar (Bochner et al, 1994), que contribui para a obstrução do fluxo de ar nas 
vias aéreas (Figura 42). Concordando com a literatura, a asma promoveu a deposição de 
muco nos bronquíolos (Figura 34). A suplementação com α-tocoferol promoveu a 
redução da quantidade de muco em indivíduos asmáticos tratados com lecitina de 
















vias aéreas é um dos eventos associados à asma responsáveis pela obstrução do fluxo 
de ar (Bochner et al, 1994; Umetsu et al, 2002; Wahl et al, 2004). Também houve 
descamação epitelial bronquiolar em todos os indivíduos asmáticos, que concorda 
com o descrito na literatura (Bochner et al, 1994). 
Para verificar se os resultados da atividade de PAF-like e/ou PAF foram 
acompanhados de alteração no quadro inflamatório pulmonar, além da citologia do 
LBA e da histologia pulmonar, foram avaliadas a integridade da barreira alvéolo-
capilar e a funcionalidade de macrófagos alveolares. 
A integridade da barreira alvéolo-capilar foi avaliada pela dosagem de 
proteínas no LBA. Este parâmetro fornece um bom índice do estado inflamatório 
pulmonar, indicando principalmente o estado funcional da barreira alvéolo-capilar 
(Parker e Townsley, 2004). A concentração de proteínas do LBA pode ser aumentada 
por oclusão venosa, alta pressão hidrostática capilar e aumento da permeabilidade 
capilar (Parker e Townsley, 2004), eventos que podem ser gerados por mediadores da 
inflamação característicos do quadro asmático, tais como o PAF (Uhlig et al, 2005) e 
os leucotrienos da classe 4 (Dahlen, 2006). Os resultados obtidos mostram que os 
grupos asmáticos possuem alta concentração de proteínas totais no LBA (Figura 23), 
comparativamente aos seus respectivos grupos controle, indicando a ocorrência de um 
quadro inflamatório. Este parâmetro foi maior nos ratos asmáticos submetidos a uma 
dieta suplementada com lecitina de soja, mas a suplementação da dieta com α-
tocoferol não foi capaz de reduzí-lo. Esse perfil de resultados indica que a lecitina de 
soja exerceu um efeito independente da atividade de PAF sobre os pulmões de ratos 
asmáticos já que, a despeito da redução da atividade pulmonar de PAF-like e/ou PAF, 
a suplementação da dieta com α-tocoferol não reduziu a concentração de proteínas no 
LBA. Esse resultado pode estar relacionado ao aumento da relação de AGPIs ω-6:ω-
3, decorrente do tratamento com lecitina de soja (rica em). Dessa forma, é aumentada 
a produção de eicosanóides derivados de AGPIs ω-6, que são mais potentes do que os 
gerados a partir de AGPIs ω-3 e que desempenham importantes papéis na patogenia 
de doenças alérgicas (Simopoulos, 2006). Um exemplo é o leucotrieno B4, gerado a 
partir do ácido araquidônico (AGPI ω-6) e que é capaz de aumentar a permeabilidade 
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capilar no tecido pulmonar de indivíduos asmáticos (Dahlen, 2006). O aumento da 
síntese deste leucotrieno, bem como de outros eicosanóides importantes na asma, 
como a PGE2, poderia mascarar os efeitos da redução da atividade de PAF-like e/ou 
PAF no pulmão dos indivíduos do grupo ASE. 
Dentre as células envolvidas no quadro asmático, os macrófagos alveolares 
desempenham um papel central (Berdeli et al, 2004), principalmente na regulação da 
atividade de outras células (Peters-Golden, 2004). Para determinar a funcionalidade 
dos macrófagos alveolares, foram avaliados a capacidade de adesão e a produção de 
O2
.- e de H2O2.  
A capacidade de adesão de macrófagos alveolares (Figura 37) foi aumentada 
pela suplementação da dieta de indivíduos não-asmáticos com lecitina de soja (grupo 
S), o que pode refletir alterações em microdomínios de membrana, já que este tipo de 
alteração afeta a atividade de proteínas envolvidas na adesão celular (Kooyk e Figdor, 
2000). Já a menor capacidade de adesão de macrófagos obtida nos indivíduos 
asmáticos suplementados com lecitina de soja deve-se à menor porcentagem destas 
células no LBA. O α-tocoferol promoveu o aumentou da capacidade de adesão dos 
macrófagos alveolares, o que indica que esta substância promoveu a ativação destas 
células. 
Macrófagos ativados produzem grande quantidade de espécies reativas de 
oxigênio (Spitzer et al, 1994). Como o PAF promove a ativação de macrófagos 
(Uhlig, 2005), seria esperado que a ativação dos macrófagos alveolares, observada 
pela produção de EROs e pela capacidade adesão, fosse aumentada pela 
suplementação da dieta dos indivíduos asmáticos com lecitina de soja, e reduzida pela 
suplementação da dieta destes indivíduos com o α-tocoferol, acompanhando o perfil 
de resultados obtidos para a atividade de PAF-like e/ou PAF pulmonar. Porém, assim 
como os resultados da adesão, os resultados de produção de EROs (Figura 38 e Figura 
39) indicam que o α-tocoferol promoveu a ativação de macrófagos alveolares.  
Porém, o PAF é apenas um dos mediadores lipídicos da inflamação asmática 
capazes de promover a ativação de macrófagos. Há, portanto, a possibilidade deste 
efeito ter sido proporcionado pela alteração da síntese de outros mediadores. Já foi 
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demonstrado que a vitamina E exerce a ativação da função fagocítica, da produção de 
espécies reativas e da quimiotaxia em macrófagos, através de mecanismos ainda 




A suplementação da dieta com lecitina de soja (dose de 2 g/kg) promoveu o 
aumento da produção de hidroperóxidos lipídicos, que foi acompanhado pelo aumento 
da atividade de PAF-like e/ou PAF no tecido pulmonar de ratos Wistar asmáticos. 
Esses efeitos foram profundamente inibidos pelo reforço do sistema antioxidante com 
α-tocoferol (dose de 100 mg/kg). Apesar da suplementação com lecitina de soja não 
ter alterado os principais marcadores da inflamação asmática (como a eosinofilia 
pulmonar e o infiltrado leucocitário peribronquiolar), o tratamento com α-tocoferol foi 
eficaz em reduzi-los, indicando um papel importante da geração de lipídios PAF-like 
no quadro asmático. Além disso, a dose de α-tocoferol utilizada foi capaz de 
promover a ativação de macrófagos alveolares, através de uma via que não deve 







1. AEBI, H. Catalase in vitro. Met Enzym. v. 105, p. 121-6, 1984. 
2. BAKER, J.C.; AYRES, J.G. Diet and Asthma. Resp. Med. n.94, p.925–934, 
2000. 
3. BERDELI, A.; AKISU, M.; DAGCI, T.; AKISU, C.; YALAZ, M.; 
KULTURSAY, N. Meconiumenhances platelet-activating factor and tumor 
necrosis factor production by rat alveolar macrophages. Prost, Leuk and Ess 
Fat Ac. n.71, p.227–32, 2004. 
4. BILLAH, M.M.; ANTHES, J.C. The regulation and cellular functions of 
phosphatidylcholine hydrolysis. Biochem. J. n.269, p.281-291, 1990.  
5. BLACK, P.N.; SHARPE, S. Dietary fat and asthma: is there a connection? 
Eur Respir J. n.10, p.6-12, 1997.  
6. BOCHNER, B.S.; UNDEM, B.J.; LICHTENSTEIN, L.M. Immunological 
Aspects of Allergic Asthma. Annu. Rev. Immunol. n.12, p.295-335, 1994. 
7. BOLTE, G.; FRYE, C.; HOELSCHER, B.; MEYER, I.; WJST, M.; 
HEINRICH, J. Margarine Consumption and Allergy in Children. Am J 
Respir Crit Care Med. n.163, p.277-279, 2001. 
8. BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities utilizing the principle of protein dye binding. An 
Biochem. n.142, p.79 – 83, 1976. 
9. BUSSE, W.W. Mechanisms and advances in allergic diseases. J Allergy 
Clin Immunol. n.105, p.S593-598, 2000.  
10. CALHOUN, W.J.; REED, H.E.; MOEST, D.R.; STEVENS, C.A. Enhanced 
superoxide production by alveolar macrophages and air-space cells, airway 
inflammation, and alveolar macrophage density changes after segmental 
antigen bronchoprovocation in allergic subjects. Am. Rev. Respir. Dis. 
n.145, p.317–325, 1992.  
11. CARAMORI, G.; PAPI, A. Oxidants and asthma. Thorax. n.59, p.170-173, 
2004.  
82 
12. CHUNG, K.F. Platelet-activating factor in inflammation and pulmonary 
Disorders. Clin Sci. n.83, p.127–138, 1992. 
13. COFFEY, M.D.; COLE, R.A.; COLLES, S.M.; CHISOLM, G.M. In vitro 
cell injury by oxidized low density lipoprotein involves lipid hydroperoxide-
induced formation of alkoxyl, lipid, and peroxyl radicals. J. Clin. Invest. 
n.96, p.1866–1873, 1995.  
14. CRACOWSKI, J.; DURAND, T.; BESSARD, G. Isoprostanes as a biomarker 
of lipid peroxidation in humans: physiology, pharmacology and clinical 
implications. TRENDS Pharm Sc. n.8, p.360-366, 2002.  
15. DAHLEN, S.E. Treatment of asthma with antileukotrienes: first line or last 
resort therapy? Eur. J. Pharmacol. n.533, p.40–56, 2006. 
16. DE RAEVE, H.R.; THUNNISSEN, F.B.J.M.; KANEKO, F.T.; GUO, F.H.; 
LEWIS, M.; KAVURU, M.S.; SECIC, M.; THOMASSEN, M.J.; 
ERZURUM, S.C. Decreased Cu,Zn-SOD activity in asthmatic airway 
epithelium: correction by inhaled corticosteroid in vivo. Am. J. Physiol. 
n.272, p.L148–L154, 1997.  
17. DEVEREUX, G.; SEATON, A. Diet as a risk factor for atopy and asthma. J 
Allergy Clin Immunol. n.6, p.1109-1117, 2005. 
18. FARCHI, S.; FORASTIERE, F.; AGABITI, N.; CORBO, G.; PISTELLI, R.; 
FORTESZ, C.; DELL’ORCO, V.; PERUCCI, C.A. Dietary factors associated 
with wheezing and allergic rhinitis in children. Eur Respir J. n.22, p.772–
780, 2003. 
19. FOGARTY, A.; LEWIS, S.; WEISS, S.; BRITTON, J. Dietary vitamin E, 
IgE concentrations and atopy. Lancet. n.356, p.1573-4, 2000.  
20. FOLCH, J.; LEES, M.; STANLEY, G. H. S. A simple method for isolation 
and purification of total lipid from animal tissue. Journal of Biological 
Chemistry, v. 226, p. 497-509, 1957. 
21. FOX JR, J.B. Kinetics and Mechanisms of the Griess Reaction. Analytical 
Chemistry. n.9, p.1493–1502, 1979. 
83 
22. FRANKEL, E.N. Lipid oxidation: mechanisms, products and biological 
significance. J. Am. Oil Chemistry Soc. n.61, p.1908-1917, 1984. 
23. GILLILAND, F.D.; BERHANE, K.T.; LI, Y.F.; GAUDERMAN, J.; 
MCCONNELL, R.; PETERS, J. Children’s lung function and antioxidant 
vitamin, fruit, juice and vegetable intake. Am J Epidemiol. n.158, p.576-84, 
2003.  
24. GRUNDY, J.; MATTHEWS, S.; BATEMAN, B.; DEAN, T.; ARSHAD, 
S.H. Rising prevalence of allergy to peanut in children: data from 2 
sequential cohorts. J Allergy Clin Immunol. n.110, p.784-789, 2002. 
25. HABY, M.M.; PEAT, J.K.; MARKS, G.B.; WOOLCOCK, A.J.; LEEDER, 
S.R. Asthma in preschool children: prevalence and risk factors. Thorax. 
n.56, p.589–595, 2001. 
26. HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J.M.C. Biologically relevant metal ion-
dependent hydroxyl radical generation. An update. FEBS Lett. n.307, p.108-
112, 1992.  
27. HALLIWELL B. Reactive oxygen species in living systems: source, 
biochemistry, and role in human disease. Am. J. Med. n.91, p.14S–22S, 
1991. 
28. HAMID, Q.; SPRINGALL, D.R.; RIVEROS-MORENO, V.; CHANEZ, P.; 
HOWARTH, P.; REDINGTON, A.; BOUSQUET, J.; GODARD, P.; 
HOLGATE, S.; POLAK, J.M. Induction of nitric oxide synthase in asthma. 
Lancet. n.342, p.1510–1513, 1993. 
29. HARRISON, K.A.; MURPHY, R.C. Isoleukotrienes are biologically active 
free radical products of lipid peroxidation. J. Biol. Chem. n.270, p.17273–
78, 1995. 
30. HEERY, J.M.; KOZAK, M.; STAFFORINI, D.M.; JONES, D.A.; 
ZIMMERMAN, G.A.; MCINTYRE, T.M.; PRESCOTT, S.M. Oxidatively 
modified LDL contains phospholipids with PAF-like activity and stimulates 
the growth of smooth muscle cells. J. Clin. Invest. n.96, p.2322–30, 1995. 
84 
31. HENRICKS, P.A.J.; NIJKAMP, F.P. Reactive Oxygen Species as Mediators 
in Asthma. Pulm Pharm & Therap. n.14, p.409–21, 2001. 
32. HODGE, L.; SALOME, C.M.; PEAT, J.K.; HABY, M.M.; XUAN, W.; 
WOOLCOCK, A.J. Consumption of oily fish and childhood asthma risk. 
MJA. n.164, p.137-40, 1996.  
33. HSIEH, K.H.; NG, C.K. Increased plasma platelet-activating factor in 
children with acute asthmatic attacks and decreased in vivo and in vitro 
production of platelet-activating factor after immunotherapy. J Allergy Clin 
Immunol. n.91, p.650–57, 1993. 
34. JOURD’HEUIL, D.; MILLS, L.; MILES, A.M.; GRISHAM, M.B. Effect of 
nitric oxide on hemoprotein-catalyzed oxidative reactions. Nitric Oxide. n.2, 
p.37–44, 1998. 
35. KALAYCI, O.; BESLER, T.; KILINC, K.; SEKEREL, B.E.; SARACLAR, 
Y. Serum levels of antioxidant vitamins (alpha tocopherol, beta carotene, and 
ascorbic acid) in children with bronchial asthma. Turk J Pediatr. n.42, p.17-
21, 2000.  
36. KAYGANICH-HARRISON, K.A.; ROSE, D.M.; MURPHY, R.C.; 
MORROW, J.D.; ROBERTS, L.J.D. Collision-induced dissociation of F2-
isoprostane-containing phospholipids. J. Lipid Res. n.34, p.1229–35, 1993. 
37. KINNULA, V.L.; CRAPO, J.D.; RAIVIO, K.O. Biology of disease: 
generation and disposal of reactive oxygen metabolites in the lung. Lab. 
Invest. n.73, p.3–19, 1995. 
38. KIPS, J.C.; ANDERSON, G.P.; FREDBERG, J.J.; HERZ, U.; INMAN, 
M.D.; JORDANA, M.; KEMENY, D.M.; LÖTVALL, J.; PAUWELS, R.A.; 
PLOPPER, C.G.; SCHMIDT, D.; STERK, P.J.; VAN OOSTERHOUT, 
A.J.M.; VARGAFTIG, B.B.; CHUNG, K.F. Murine models of asthma. Eur 
Respir J. n.22, p.374-82, 2003. 
39. KOOYK, Y.; FIGDOR, C.G. Avidity regulation of integrins: the driving 
force in leukocyte adhesion. Curr Op Cell Biol. n.5, p.542-7, 2000.  
85 
40. KRATZ, M.; CULLEN, P.; KANNENBERG, F.; KASSNER, A.; FOBKER, 
M.; ABUJA, P.M.; ASSMANN, G.; WAHRBURG, U. Effects of dietary 
fatty acids on the composition and oxidizability of low-density lipoprotein. 
Eur J Clin Nut. n.56, p.72–81, 2002.  
41. LASKEY, R.E.; MATHEW, W.R. Nitric Oxide Inhibits Peroxynitrite-
Induced Production of Hydroxyeicosatetraenoic Acids and F2-Isoprostanes in 
Phosphatidylcholine Liposomes. Arch Biochem Bioph. n.1, p.193-8, 1996.  
42. LEHMANN, W.D.; STEPHAN, M.; FÜRSTENBERGER, G. Profiling assay 
for lipoxygenase products of linoleic and araquidonic acid by gas 
chromatography-mass spectrometry. Anal. Biochem. n.204, p.158-70, 1992. 
43. LEHR, H.A.; WEYRICH, A.S.; SAETZLER, R.K.; JUREK, A.; ARFORS, 
K.E.; ZIMMERMAN, G.A.; PRESCOTT, S.M.; MCINTYRE, T.M. Vitamin 
C blocks inflammatory PAF mimetics created by cigarette smoking. J. Clin. 
Invest. n.99; p.2358–64, 1997. 
44. LOMMATZSCH, M.; JULIUS, P.; KUEPPER, M.; GARN, H.; BRATKE, 
K.; IRMSCHER, S.; LUTTMANN, W.; RENZ, H.; BRAUN, A. The course 
of allergen-induced leukocyte infiltration in human and experimental asthma. 
J Allergy Clin Immunol. n.118, p.91-7, 2006. 
45. LOU, Y.P.; TAKEYAMA, K.; GRATAN, K.M.; LAUSIER, J.A.; UEKI, 
I.F.; AGUSTÍ, C.; NADEL, J.A. Platelet-activating factor induces goblet cell 
hyperplasia and mucin gene expression in airways. Am J Respir Crit Care 
Med. n.157, p.1927–34, 1998. 
46. MADHAVI, N.; DAS, V. N. Effects os n-3 and n-6 fatty acids on the survival 
of vincristine sensitive and resistant human cervical carcinoma cells, in vitro. 
Cancer Letters, v. 84, p. 31-41, 1994. 
47. MANCONI, M.; APARÍCIO, J.; VILA, A.O.; PENDÁS, J.; FIGUERUELO, 
J.; MOLINA, F. Viscoelastic properties of concentrated dispersions in water 
of soy lecithins. Physicochem. Eng. Aspects. n.222, p.141-452003.  
48. MARATHE, G.K.; DAVIES, S.S.; HARRISON, K.A.; SILVA, A.R.; 
MURPHY, R.C.; CASTRO-FARIA-NETO, H., PRESCOTT, S.M.; 
86 
ZIMMERMAN, G.A.; MCINTYRE, T.M. Inflammatory platelet-activating 
factor-like phospholipids in oxidized low density lipoproteins are fragmented 
alkyl phosphatidylcholines. J. Biol. Chem. n.274, p.28395–404, 1999. 
49. MARATHE, G.K.; HARRISON, K.A.; MURPHY, R.C.; STEPHEN, M.; 
PRESCOTT, S.M.; ZIMMERMAN, G.A.; MCINTYRE, T.M. Bioactive 
phospholipid oxidation products. Free Rad Biol & Med. n.12, p.1762-70, 
2000. 
50. MARATHE, G.K.; PRESCOTT, S.M.; ZIMMERMAN, G.A.; MCINTYRE, 
T.M. Oxidized LDL Contains Inflammatory PAF-Like Phospholipids. Eur 
Respir J. n.16, p.534-54, 2001. 
51. MARTIN-CHOULY, C.A., MENIER, V., HICHAMI, A., YOUMINE, H., 
NOEL, F., PEDRONO, F., LEGRAND, A.B. Modulation of PAF production 
by incorporation of arachidonic acid and eicosapentaenoic acid in 
phospholipids of human leukemic monocyte-like cells THP-1. 
Prostaglandins Other Lipid Mediat. n.60; p.127-35, 2000.  
52. MATÉS, J.M.; PEREZ-GOMEZ, C.; BLANCA, M. Chemical and biological 
activity of free radical ‘scavengers’ in allergic diseases. Clin Chim Acta. 
n.296, p.1–15, 2000. 
53. MCKEEVER, T.M.; BRITTON, J. Diet and Asthma. Am J Respiratory and 
Critical Care Medicine. n.170, p.725-29, 2004.  
54. MEHTA, S. The effects of nitric oxide in acute lung injury. Vascular 
Pharmacology. n.43, p.390–403, 2005.  
55. MOHAN, I.K.; DAS, U.N. Oxidant stress, antioxidants, nitric oxide and 
essential fatty acids in bronchial asthma. Med Sci Res. n.25, p.307–9, 1997. 
56. MONTUSCHI, P.; BARNES, P.J.; ROBERTS, L.J. Isoprostanes: markers 
and mediators of oxidative stress. FASEB J. n.18, p.1791–1800, 2004. 
57. MORROW, J.D.; AWAD, J.A.; WU, A.; ZACKERT, W.E.; DANIEL, V.C.; 
ROBERTS, L.J. Nonenzymatic Free Radical-catalyzed Generation of 
Thromboxane-like Compounds (Isothromboxanes) in Vivo. The Journal of 
Biological Chemistry. n.38, p.23185-90, 1996. 
87 
58. MORROW, J.D.; HILL, K.E.; BURK, R.F.; NAMMOUR, T.M.; BADR, 
K.F.; ROBERTS, L.J. A series of prostaglandin F2-like compounds are 
produced in vivo in humans by a non-cyclooxygenase, free radical catalyzed 
mechanism. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. n.87, p.9383–87, 1990. 
59. MORROW, J.D.; ROBERTS, L.J. The isoprostanes. Current knowledge and 
directions for future research. Biochem. Pharmacol. n.51, p.1–9, 1996. 
60. NADEEM, A.; CHHABRA, S.K.; MASSOD, A.; RAJ, H.G. Increased 
oxidative stress and altered levels of antioxidants in asthma. J Aleg Clin 
Immunol. n.11, p.72-8, 2003.  
61. NEURATH, M.F.; FINOTTO, S.; GLIMCHER, L.H. The role of TH1/TH2 
polarization in mucosal immunity. Nat. Med. n.6567-73, 2002. 
62. NISHIYAMA, A.; CAVAGLIERI, C.R.; CURI, R.; CALDER, P.C. 
Arachidonic acid-containing phosphatidylcholine inhibits lymphocyte 
proliferation and reduces IL-2 and IFN-γ production from concanavalin A-
stimulated lymphocytes. Biochim Biophys Acta, n.1487, p.50-60, 2000. 
63. NISHIYAMA-NARUKE, A.; CURI, R. Phosphatidylcholine participates in 
the interaction between macrophages and lymphocytes. Am J Physiol. n.278, 
p.554-60, 2000. 
64. NOUROOZ-ZADEH, J.; TAJADDINI-SARMADI, J.; WOLFF, S.P. 
Measurement of plasma hydroperoxide concentrations by the ferrous 
oxidation-xylenol orange assay in conjunction with triphenylphosphine. Anal 
Biochem. n.220, p.403–09, 1994. 
65. O’DONNEL, V.B.; EISERICH, J.P.; CHUMLEY, P.H.; JABLONSKY, M.J.; 
KRISHNA, N.R.; KIRK, M.; BARNES, S.; DARLEY-USMAR, V.M.; 
FREEMAN, B.A. Nitration of Unsaturated Fatty Acids by Nitric Oxide-
Derived Reactive Nitrogen Species Peroxynitrite, Nitrous Acid, Nitrogen 
Dioxide, and Nitronium Ion. Chem. Res. Toxicol. n.12, p.83-92, 1999. 
66. O’FLAHERTY, J.T.; MILLER, C.H.; LEWIS, J.C.; WIKLE, R.L.; BASS, 
D.A.; McCALL, C.E.; WAITE, M.; DeCHATELET, L.R. Neutrophil 
responses to platelet-activating factor. Inflammation. n.5, p.193, 1981. 
88 
67. OBATA, T.; NAGAKURA, T.; MASAKI, T.; MAEKAWA, K.; 
YAMASHITA, K. Eicosapentaeanoic acid inhibits prostaglandin D2 
generation by inhibiting cyclo-oxygenase-2 in cultured human mast cells. 
Clin Exp Allergy. n. 29, p.1129-35, 1999. 
68. OHAR, J.A.; WALLER, K.S.; PANTANO, J.; DEMELLO, D.E.; DAHMS, 
T.E. Chronic platelet-activating factor induces a decrease in pulmonary 
vascular compliance, hydroxyproline, and loss of vascular matrix. Am J 
Respir Crit Care Med. n.149, p.1628–34, 1994. 
69. OKAZAWA, A.; KAWIKOVA, I.; CUI, Z.H.; SKOOGH, B.E.; LOTVALL, 
J. 8-Epi-PGF2α induces airflow obstruction and airway plasma exudation in 
vivo. Am. J. Respir. Crit. Care Med. n.155, p.436–41, 1997.  
70. PARKER, J.C.; TOWNSLEY, M.I. Evaluation of lung injury in rats and 
mice. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. n.286, p.L231–46, 2004. 
71. PATEL, K.D.; ZIMMERMAN, G.A.; PRESCOTT, S.M.; MCINTYRE, T.M. 
Novel leukocyte agonists are released by endothelial cells exposed to 
peroxide. J. Biol. Chem. n.267, p.15168–75, 1992.  
72. PETERS, S.P.; FERGUSON, G.; DENIZ, Y.; REISNER, C. Uncontrolled 
asthma: A review of the prevalence, disease burden and options for treatment. 
Respiratory Medicine. n.100, p.1139-51, 2006. 
73. PETERS-GOLDEN, M. The alveolar macrophage: the forgotten cell in 
asthma. Am J Respir Cell Mol Biol. n.31, p.22-7, 2004.  
74. PHIPPS, R.P.; STEIN, S.H.; ROPER, R.L. A new view of prostaglandin E 
regulation of the immune response. Immunol Today. n.12, p.349-52, 1991. 
75. PICK, E.; MIZEL, D. J. Rapid microassays for the measurement of 
superoxide and hydrogen peroxide production by macrophages in culture 
using na automatic enzyme immunoassay reader. J. Immunol. Methods, 
v.46, p.211-226, 1981.  
76. PRESCOTT, S.M.; ZIMMERMAN, G.A.; STAFFORINI, D.M.; 
MCINTYRE, T.M. Platelet-activating factor and related lipid mediators. 
Annu Rev Biochem. n.69, p.419–45, 2000. 
89 
77. RAHMAN, I.; BISWAS, S.K.; KODE, A. Oxidant and antioxidant balance in 
the airways and airway diseases. Eur J Pharm. n.53, p.222-39, 2006. 
78. RAMSEY, C.D.; CELEDON, J.C. The hygiene hypothesis and asthma. Curr 
Opin Pulm Med. n.11, p.14-20, 2005.  
79. RENAULD, J-C. New insights into the role of cytokines in asthma. J Clin 
Pathol. n.54, p.577-89, 2001. 
80. RICCIARDOLO, F.L.M.; STERK, P.J.; GASTON, B.; FOLKERTS, G. 
Nitric Oxide in Health and Disease of the Respiratory System Physiol Rev. 
n.84, p.731–65, 2004.  
81. RICCIONI, G.; MANCINI, B.; BUCCIARELLI, T.; DI ILIO, C.; 
D’ORAZIO, N. Role of anti-oxidants in the treatment of bronchial asthma 
Drug Disc Today. n.3, p.293-98, 2006. 
82. ROBERTS, L.J.; OATES, J.A.; LINTON, M.F.; FAZIO, S.; MEADOR, B.P.; 
GROSS, M.D.; SHYR, Y.; MORROW, J.D. The relationship between dose 
of vitamin E and suppression of oxidative stress in humans. Free Rad Biol 
Med.  n.43, p.1388–1393, 2007. 
83. ROSEN, H.; GORDON, S. Monoclonal antibody to the murine type 3 
complement receptor inhibits adhesion of myelomonocytic cells in vitro and 
inflammatory cell recruitment in vivo. J Exp Med, v. 166, p. 1685-1701, 
1987. 
84. SAMETZ, W.; GROBUSCHEK, T.; HAMMER, K.S.; JUAN, H.; 
WINTERSTEIGER, R. Influence of isoprostanes on vasoconstrictor effects 
of noradrenaline and angiotensin II. Eur J Pharmacol. n.378, p.47–55, 1999. 
85. SCHUSTER, M.; TSCHERNIG, T.; KRUG, N.; PABST, R. Lymphocytes 
Migrate from the Blood into the Bronchoalveolar Lavage and Lung 
Parenchyma in the Asthma Model of the Brown Norway Rat. Am J Respir 
Crit Care Med. n.161, p.558-66, 2000. 
86. SEROOGY, C.M.; GERN, J.E. The role of T regulatory cells in asthma. J 
Allergy Clin Immunol. n.5, p.996-9, 2005. 
90 
87. SHANMUGASUNDARAM, K.R.; KUMAR, S.S.; RAJAJEE, S. Excessive 
free radical generation in the blood of children suffering from asthma. Clin 
Chim Acta. n.305, p.107-14, 2001.  
88. SIMOPOULOS, A.P. Evolutionary aspects of diet, the omega-6/omega-3 
ratio and genetic variation: nutritional implications for chronic diseases. 
Biomed & Pharm. n.60, p.502–07, 2006. 
89. SMILEY, P.L.; STREMLER, K.E.; PRESCOTT, S.M.; ZIMMERMAN, 
G.A.; MCINYTRE, T.M. Oxidatively fragmented phosphatidylcholines 
activate human neutrophils through the receptor for platelet-activating factor. 
J. Biol. Chem. n.266, p.11104–10, 1991. 
90. SMITH, L.J.; SHAMSUDDIN, M.; SPORN, P.H.S.; DENENBERG, M.; 
ANDERSON, J. Reduced superoxide dismutase in lung cells of patients with 
asthma. Free Rad Biol Med. n.22, p.1301–07, 1997. 
91. SPITTELER, G. Lipid peroxidation in aging and age-dependent diseases. 
Exp Gerontology. n.30, p.1425-57, 2001. 
92. SPITZER, J.A.; ZHANG, P.; MAYER, A.M.S. Functional characterization of 
peripheral circulating and liver recruited neutrophils in endotoxic rats. J 
Leukoc Biol. n.56, p.166-73, 1994. 
93. STAMLER, J.S.; HAUSLADEN, A. Oxidative modifications in nitrosative 
stress. Nat Struct Biol. n.5, p.247–9, 1998.  
94. STRACHAN, D.P. Hay fever, hygiene, and household size. BMJ. n.299, 
p.1259-60, 1989. 
95. STREMLER, K.E.; STAFFORINI, D.M.; PRESCOTT, S.M.; MCINTYRE, 
T.M. Human plasma platelet-activating factor acetylhydrolase: oxidatively 
fragmented phospholipids as substrates. J. Biol. Chem. n.266, p.11095-103, 
1991 
96. STUEHR, P.J.; MARLETTA, M.A. Mammalian nitrate biosynthesis: mouse 
macrophages produce nitrite and nitrate in response to Escherichia coli 
lipopolysaccharide. Proc. Natl. Acad. Sci. n.82, p.7738-42, 1985. 
91 
97. TALATI, M.; MEYRICK, B.; PEEBLES Jr, R.S.; DAVIES, S.S.; 
DWORSKY, R.; MERNAUGH, R.; MITCHELL, D.; BOOTHBY, M.; 
ROBERTS II, L.J.; SHELLER, J.R. Oxidant stress modulates murine allergic 
airway responses. Free Rad Biol Med.  n.40, p.1210–19, 2006.  
98. THIEN, F.C.K.; WOODS, R.; DE LUCA, S.; ABRAMSON, M.J. Dietary 
marine fatty acids (fish oil) for asthma in adults and children. Oxford: 
Updated software, 2004. 
99. UHLIG, S.; GOGGEL, R.; ENGEL, S. Mechanisms of platelet-activating 
factor (PAF)-mediated responses in the lung. Pharmacological Rep. n.57, 
p.206-21, 2005. 
100. UMETSU, D.T.; MCINTIRE, J.J.; AKBARI, O.; MACAUBAS, C.; 
DEKRUYFF, R.H. Asthma: An epidemic of dysregulated immunity. Nat 
Immunol. n.3, p.715-20, 2002. 
101. VALKO, M.; LEIBFRITZ, D.; MONCOL, J.; CRONIN, M.T.D.; MAZUR, 
M.; TELSER, J. Free radicals and antioxidants in normal physiological 
functions and human disease. Int J Biochem & Cell Biol. n.39, p.44-84, 
2007. 
102. WAHL, S.M.; VÁZQUEZ, N.; CHEN, W. Regulatory T cells and 
transcription factors: gatekeepers in allergic inflammation. Cur Op 
Immunology. n.16, p.768-74, 2004.  
103. WANG, T.; POWELL, W.S. Increased levels of monohydroxy metabolites of 
arachidonic acid and linoleic acid in LDL and aorta from atherosclerotic 
rabbits. Biochim. Bophys. Acta. n.1084, p.129-38, 1991. 
104. WARDLAW, A.J., MOQBEL, R.; CROMWELL, O.; KAY, A.B. Platelet-
activating factor. A potent chemotactic and chemokinetic factor for human 
eosinophils. J Clin Invest. n.6, p.1701–1706, 1986. 
105. WIJGA, A.H.; SMIT, H.A.; KERKHOF, M.; DE JONGSTE, J.C.; 
GERRITSEN, J.; NEIJENS, H.J.; BOSHUIZEN, H.C.; BRUNEKREEF, B. 
Association of consumption of products containing milk fat with reduced 
92 
asthma risk in pre-school children: the PIAMA birth cohort study. Thorax. 
n.58, p.567–72, 2003.  
106. WOOD, L.G.; GARG, M.L.; BLAKE, R.J.; GARCIA-CARABALLO, S.; 
GIBSON, P.G. Airway and circulating levels of carotenoids in asthma and 
healthy controls. J Am Coll Nutr. n.24, p.448-55, 2005. 
107. WOOD, L.G.; GARG, M.L.; BLAKE, R.J.; SIMPSON, J.L.; GIBSON, P.G. 
Oxidized vitamin E and glutathione as markers of clinical status in asthma. 
Clinical Nutrition. 2008. Artigo ainda não publicado: 
doi:10.1016/j.clnu.2007.12.002.  
108. WOOD, L.G.; GIBSON, P.G.; GARG, M.L. Biomarkers of lipid 
peroxidation, airway inflammation and asthma. Eur Respir J. n.21, p.177-
86, 2003.  
109. WOODS, R.K.; WALTERS, E.H.; RAVEN, J.M.; WOLFE, R.; IRELAND, 
P.D.; THIEN, F.C.; ABRAMSON, M.J. Food and nutrient intakes and 
asthma risk in young adults. Am J Clin Nutr. n.78, p.414–21, 2003. 
110. ZHOU, L.; NILSSON, A. Sources of eicosanoid precursor fatty acid pools in 
tissues. Journal of Lipid Research. n.42, p.1521-42, 2001. 
111. ZIMMERMAN, G.A.; MCINTYRE, T.M.; PRESCOTT, S.M.; 
STAFFORINI, D.M. The platelet-activating factor signaling system and its 
regulators in syndromes of inflammation and thrombosis. Crit Care Med. 
n.30, p.S294–S301, 2002. 
112. ZIMMERMAN, G.A.; PRESCOTT, S.M.; MCINTYRE, T.M. Oxidatively 
Fragmented Phospholipids as Inflammatory Mediators: The Dark Side of 
Polyunsaturated Lipids J. Nutr. n.125, p.1661s-65s, 1995. 
 
93 
ANEXO 1 – Certificado do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) - 
UFPR 
